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ABSTRAKT 
Karotenoidy sú prirodzene sa vyskytujúce farbivá rastlinných pletív, ktoré sú produkované 
aj mikroorganizmami. Nachádzajú svoje uplatnenie predovšetkým v potravinárskom 
priemysle, ale taktiež aj v chemickom, farmaceutickom či kozmetickom priemysle. 
V súčasnosti je izolácia karotenoidov z rastlinných materiálov výrazne regulovaná 
legislatívou, preto sa kladie dôraz na štúdium ich produkcie pomocou mikroorganizmov. 
Zároveň sa táto výroba uprednostňuje pred výrobou syntetických karotenoidov.  
Táto diplomová práca bola poňatá ako porovnávacia štúdia karotenogénnych kvasiniek 
patriacich do rodov Rhodotorula, Sporobolomyces a Cystofilobasidium, u ktorých bola 
zisťovaná schopnosť využitia rôznych odpadových substrátov ako zdrojov uhlíka, dusíka 
a ostatných nutričných faktorov  pre produkciu karotenoidov.  
V práci boli optimalizované podmienky náhodnej mutácie kvasiniek. Na vybrané kmene 
boli aplikované rôzne koncentrácie chemického mutagénu ethylesteru kyseliny 
methánsulfónovej (EMS) za účelom zvýšenia produkcie karotenoidov a sledovaných 
lipidických látok.  Mutagenéza a selekcia mutantných kmeňov bola prevedená na odpadových 
substrátoch ako je glycerol, vaječné cestoviny a  vaječné cestoviny hydrolyzované pomocou 
extracelulárnych enzýmov z vybraných plesní. U vybraných mutantných kvasinkových 
kmeňov, ktoré vykazovali nadprodukčné schopnosti, bola prevedená kontrola špecifických 
častí DNA metódou DGGE – denaturačnej gradientovej gélovej elektroforézy. DNA 
mutantných kmeňov bola porovnávaná s DNA kmeňov nemutovaných.   
Zvýšená produkcia β- karoténu bola dosiahnutá u mutantného kmeňa Sporobolomyces 
roseus (až 1,55 mg/g sušiny), a to v prípade použitia glycerolového, cestovinového i 
hydrolyzovaného cestovinového média. U mutantných kvasiniek rodu Rhodotorula bola 
charakteristická nadprodukcia karotenoidov najčastejšie iba v prípade použitia klasického 
glukózového média. Mutanty kvasinky Cystofilobasidium capitatum nevykazovali nárast 
biomasy, no na druhej strane došlo počas ich kultivácie k miernemu zvýšeniu produkcie 
karotenoidov, najmä pri použití cestovinového média hydrolyzovaného enzýmovým 
preparátom pripraveným z plesne Fusarium solani.  
V práci bolo potvrdené, že pomocou náhodnej mutagenézy je možné vyselektovať kmene 
schopné využívať s výhodou odpadné substráty, najmä hydrolyzované cestovinové odpady. 
U mutantných kmeňov bola pozorovaná zvýšená produkcia karotenoidov, čo umožňuje 
efektívne využitie lacnejšieho substrátu a súčasne zníženie negatívneho vplyvu odpadov na 
životné prostredie.  
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ABSTRACT 
Carotenoids are naturally occurring pigments of plants also produced by microbes. The 
area of their application concerns mainly food industry; however, they are used in chemical, 
pharmaceutical, and cosmetics industry as well. Currently, the isolation of carotenoids from 
plants is markedly regulated by legislation, so the study of their production is greatly 
emphasised, where the microbiological, instead of the synthetic, production of carotenoids is 
being prioritized.          
This work was made as a comparative study of carotenogenic yeasts of the genes 
Rhodotorula, Sporobolomyces, and Cystofilobasidium. Their ability to use various waste 
substrates as a carbon and nitrogen source and source of other nutrition factors was tested. In 
this work, conditions of random mutagenesis were optimized. Particular yeast strains were 
also subjected to the effect of mutagen ethyl methanesulfonate (EMS) in order to increase the 
production of biomass and specific metabolites – carotenoids and other lipid-soluble 
substances. Random mutagenesis and mutant strain selection was performed using waste 
subtrates as glycerol, pasta and some pasta hydrolyzed by fungal extracellular enzymes.  
Subsequently, a control of specific DNA sequences in pigments overproducing mutants was 
analyzed by PCR/DGGE (denaturating gradient gel electrophoresis).  
Increased production of β-carotene was achieved in a mutant of Sporobolomyces roseus 
strain growing on glycerol, pasta, and hydrolyzed pasta. Overproduction of carotenoids by 
mutant strain of Rhodotorula glutinis was observed in glucose medium only. Mutants of  
Cystofilobasidium capitatum exhibited a decrease of biomass production; on the other hand, 
the production of carotenoids increased especially in pasta medium hydrolyzed by enzyme 
preparative from Fusarium solani.  
In this work it was confirmed that using random mutagenesis strains capable to utilize 
waste substrates can be selected. In mutant strains increased carotenoids biosynthesis was 
observed, which enables effective use of cheap substrates and reduction of the negative 
effects of wastes on the environment. 
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1 ÚVOD 
Karotenoidy patria medzi najrozšírenejšie prirodzene sa vyskytujúce pigmenty, ktoré 
spôsobujú žlté až červené sfarbenie jednak v mikrobiologickej, rastlinnej i živočíšnej ríši. 
Svoje uplatnenie našli vo farmácii ako nutričné doplnky a zdroje vitamínov skupiny B, 
provitamínu A (β-karotén) a D (ergosterol), v potravinárskom a krmnom priemysle ako 
potravinové farbivá či ako prísady do krmných zmesí. Vlastnosti a sfarbenie karotenoidov 
priamo súvisí s ich chemickou štruktúrou.  
 O karotenoidy je veľký záujem a z toho dôvodu, že sú to významné antioxidanty, ktoré sú 
schopné redukovať množstvo voľných radikálov. Rastliny a mikroorganizmy tak chránia pred 
UV žiarením a sú dôležitou súčasťou ich fotosyntetického aparátu. U ľudí pôsobia 
preventívne voči civilizačným ochoreniam, zmierňujú príznaky chronických ochorení, 
rôznych druhov rakoviny, využívajú sa k liečbe kardiovaskulárnych chorôb a spomaľujú 
proces starnutia.  
Ich najväčšími zdrojmi sú rastlinné tkanivá, niektoré druhy ovocia a samozrejme aj 
mikroorganizmy ako baktérie, riasy, plesne a v neposlednej rade aj kvasinky. Karotenoidy sú 
vyrábané priemyselne chemickou syntézou, ide však o pomerne drahú a náročnú výrobu, 
ktorá je spojená s mnohými technologickými problémami a prísne regulovaná legislatívou. 
Preto sa v aj súčasnej dobe hľadajú nové spôsoby a postupy biotechnologickej výroby 
karotenoidov za pomoci mikroorganizmov, ktoré by boli schopné premeniť rôzne substráty na 
karotenoidné farbivá.  
Medzi potenciálnych priemyselných producentov karotenoidov sa radia aj červené 
kvasinky. Akumuláciou karotenoidných pigmentov sú známe kvasinky triedy Basidiomycetes, 
do ktorej patria napr. rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium 
a Xanthophyllomonas. Ide o pomerne ľahko kultivovateľné rody, ktoré sú komerčne 
využívané k produkcii β-karoténu, astaxantínu a iných pigmentov.  
Diplomová práca bola zameraná na využitie niektorých typov odpadných substrátov ako 
nutričných zdrojov k produkcii vybraných kvasinkových metabolitov za použitia mutácii 
i enzýmovej hydrolýzy. Hľadalo sa také zloženie odpadového média, ktoré by viedlo ku 
zvýšenej produkcii karotenoidov či obohatenej biomasy a zároveň by negatívne neovplyvnilo 
rast buniek. Bolo použitých šesť kmeňov karotenoidných kvasiniek, ktoré boli kultivované 
v troch sériách a bola navzájom porovnaná ich produkčná charakteristika. Kvasinky boli 
taktiež podrobené náhodnej mutácii alkylačným činidlom a bol zistený vplyv náhodných 
mutácií na produkciu karotenoidov a ďalších lipidických látok.  
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Kvasinky ako producenti karotenoidov 
Kvasinky charakterizujeme ako heterotrófne eukaryotné mikroorganizmy, ktoré radíme 
medzi huby. Pomenovanie kvasiniek vystihuje ich schopnosť skvasovať cukry na etanol 
a oxid uhličitý. Zvyčajne sa vyskytujú buď ako jednobunkové organizmy alebo vo forme 
vlákien. Rozmnožujú sa zvyčajne pučením alebo priehradkovým delením, nie sú schopné 
fotosyntézy a na tuhom živnom médiu vytvárajú kolónie. Majú pevnú bunkovú stenu a za 
základný tvar buniek kvasiniek sa považuje elipsoid. Napriek tomu však bunka kvasinky 
môže mať aj rozmanité tvary či veľkosť, čo súvisí s jej taxonómiou, spôsobom 
rozmnožovania, prostredím, v ktorom sa nachádza či s vekom bunky [1].  
Na základe sacharolytických schopností býva výskyt kvasiniek zvyčajne úzko spätý 
s materiálmi obsahujúcimi cukry, ako bobuľové a kôstkové ovocie, cukrové plodiny, no 
všeobecne sú v prírode veľmi rozšírené a nachádzajú sa aj v pôde, vode či v črevnom trakte 
ľudí, zvierat i niektorého hmyzu.  
Jedným z najdôležitejších a najčastejších producentov karotenoidov z radu kvasiniek sú 
rody Rhodotorula, Sporobolomyces, Cystofilobasidium, Xanthophyllomonas. Tieto 
mikroorganizmy obsahujú vnútrobunkové karotenoidy, ktorú sfarbujú bunku i celé kolónie 
žlto, oranžovo až sýto ružovo. Patria medzi bazidiomycetné kvasinky a majú prísne aeróbny 
metabolizmus [1]. Najznámejšie pigmenty produkované týmito kvasinkovými kmeňmi sú β-
karotén, γ-karotén, torulén, torularhodín a astaxanthín, pričom najvýznamnejším producentom 
je práve rod Rhodotorula [2, 3]. 
2.1.1 Vybrané kvasinky produkujúce karotenoidy 
Rod Rhodotorula je rozšírený po celom svete čo zabezpečuje  jeho nenáročnosť na životné 
podmienky a možno ho vyizolovať z vody, zo vzduchu, pôdy ale aj z povrchu rastlín 
a rôznych častí živočíšneho tela. Sú schopné prispôsobiť sa širokému spektru uhlíkatých 
zlúčenín, komplexov, a často aj odpadným substrátom. Vyskytujú sa najmä v prírode na 
rôznych organických látkach. Kvasinky rodu Rhodotorula sú veľmi dobre identifikovateľné 
vďaka charakteristickej červenej karotenoidnej pigmentácii. Schopnosť príslušníkov rodu 
rozmnožovať sa aj v pôdach bez zdroja dusíku podporuje práve ich lipidotvornosť; dochádza 
ku hromadeniu značného množstva tuku v bunkách (až 60 % sušiny). Táto vlastnosť by sa pri 
správnom usmernení a podmienkach kultivácie mohla využiť k získaniu lipidov s vhodným 
obsahom mastných kyselín dôležitých pre výživu živočíchov a tiež aj s obsahom proteínov 
bohatých na prítomnosť základných aminokyselín. Významné kvality  tohto rodu sú 
využívané pri rôznych výskumoch po celom svete [1, 4]. 
Rhodotoruly majú guľovité až elipsoidné bunky, ktoré sú vďaka obsahu karotenoidných 
farbív chránené pred pôsobením nebezpečného ultrafialového žiarenia zo slnka. Sú sfarbené 
červenofialovo, oranžovo až žlto. Tento rod netvorí endospóry či iné spóry a ani 
pseudomycélium. Veľmi zriedka sa môžu vyskytnúť vláknité bunky patriace dikaryonovému 
mycéliu s priehradkami. Tu sa však jedná o samosporotvorný druh rodu Rhodosporidium.  
Niektoré kmene môžu byť za určitých podmienok patogénne a v extrémnych prípadoch 
spôsobiť ochorenia ľudí i zvierat a niektoré sú schopné štiepiť deriváty benzénu [1].  
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Na agare vytvárajú hladký, lesklý a slizovitý pomarančový až lososový náter z ucelenými 
okrajmi kolónií. Naopak v kvapaline vytvárajú svetloružovo až krémovo sfarbený sediment či 
prstence. Sfarbenie je závislé od zloženia živnej pôdy.  
Rod Rhodotorula nezkvasuje žiadne cukry a má silne vyvinutý pentózový cyklus 
využívania glukózy [1, 5].  
Najčastejšie sa vyskytujúcim druhom je predovšetkým Rhodotorula glutinis, ktorá 
obsahuje predovšetkým pigmenty torulén a torularhodín. Medzi ďalšie druhy rodu 
Rhodotorula patrí napríklad aj Rhodotorula aurantiaca a Rhodotorula mucilaginosa (rubra). 
 
 
Obrázok  1: Krížový náter druhu Rhodotorula aurantiaca 
 
Rod Sporobolomyces sa najčastejšie vyskytuje na listoch stromov a na iných rastlinách 
odkiaľ sa dostáva do tečúcich i stojatých vôd. Vyskytujú sa vo fylosfére a v atmosfére. 
Vytvárajú bohaté mycélium, pričom niektoré tvoria pravé mycélium, iné pseudomycélium. Sú 
častými kontaminantmi rastlinného materiálu, rôznych potravín i vinárskych zariadení.   
Tento rod taktiež nemá kvasné schopnosti a vytvára žlté až sýto ružové kolónie práve 
v dôsledku prítomností karotenoidov. Kolónie sú drsné a ploché, väčšinou silno zvrásnené 
a akoby poprášené, čo je spôsobené balistospórami. Balistospóry sú exospóry na tenkých 
stopkách, tzv. sterigmatách, z ktorých sú vystrelené a  padajú zväčša späť na kolóniu a okolo 
náteru vytvárajú sekundárne kolónie.  
Bunky majú opäť guľovitý, elipsoidný až pretiahnutý tvar. V kvapaline často sedimentujú 
a vytvárajú hrubý prstenec[1, 2, 4].  
Medzi najznámejšie druhy, patriace k tomuto rodu patrí Sporobolomyces roseus, 
Sporobolomyces shibatanus a Sporobolomyces salmonicolor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 2: Krížový náter druhu Sporobolomyces shibatanus (vľavo) a Sporobolomyces 
roseus (vpravo) 
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Ďalším rodom produkujúcim karotenogénne pigmenty je Cystofilobasidium, ktorého 
jednotlivé druhy boli izolované z planktónu v oceánoch. Tento rod je zaujímavý 
jednobunkovým, neseptovaným typom bazídia, tzv. holobazídiom. Taktiež sa vyznačujú 
tvorbou filobazídií, čo sú holobazídia s úzkou centrálnou oblasťou a zväčšeným vrcholom [6]. 
 V súčasnosti sa do tohto rodu zaraďujú štyri druhy Cystofilobasidium capitatum, 
Cystofilobasidium bisporidii, Cystofilobasidium infirmominiatum a Cystofilobasidium 
ferigula.  Je u nich zaujímavé, že jednotlivé druhy sa odlišujú farbou náteru a tiež životným 
cyklom. Prvé tri vymenované druhy sú charakteristické oranžovým sfarbením, zatiaľ čo 
Cystofilobasidium ferigula je typický skôr krémovou farbou. Kolónie sú charakteristické 
lesklým a hladkým povrchom, v kvapaline sa zvyčajne tvorí sediment a tenká kožka. Druh 
Cystofilobasidium capitatum je homotalický druh, ktorí tvorí jednojadrové mycélium a je preň 
typické červeno - škoricové sfarbenie kolónií.   
Všetky tieto štyri druhy obsahujú v bunečnej stene xylózu, sú schopné produkovať látky 
podobné škrobu a utilizovať glukuronát [6].  
  
 
Obrázok 3: Krížový náter druhu Cystofilobasidium capitatum 
 
Nemenej dôležitým rodom kvasiniek produkujúcich karotenoidy je rod Phaffia, ktorého 
najznámejším a najvýznamnejším predstaviteľom je druh Phaffia rhodozyma  alebo aj 
Xanthophylomyces dendrorhous, ktorej hlavným produktom je astaxanthín slúžiaci ako 
antioxidant, ktorý chráni bunky proti radikálom kyslíku, ktoré môžu vyvolať poškodenie 
DNA a oxidáciu proteínov. Taktiež vďaka tomuto vysokému obsahu karotenoidov sú dôležité 
pre výživu hydiny a lososov ako doplnky stravy zabezpečujúce lepšie sfarbenie jednak mäsa 
aj lepšie sfarbenie žĺtka. Nevytvárajú balistokonídie, ani dikaryonové mycélium a ani 
promycélium [4].  
Sú schopné rásť na širokom spektre uhlíkatých zdrojov.  
Ich bunky sú elipsoidné a na Petriho miskách vytvárajú oranžovo-červené, hladké  kolónie. 
V kvapalnom médiu vytvárajú kožku, i prstenec, i sediment. Bunky sú usporiadané v pároch 
alebo retiazkach a sú veľmi náročné na kultivačné prostredie.  
Na rozdiel od ostatných červených kvasiniek sú schopné skvasovať cukry  a taktiež sa 
odlišujú vysokým podielom cukrov a tukov [2, 7].   
2.1.2 Biotechnologická produkcia karotenoidov 
Okrem karotenogénnych kvasiniek sa na produkciu karotenoidov v priemysle využívajú 
predovšetkým rastliny, no v poslednej dobe sa výskum významne zameriava aj na využitie 
mikroorganizmov ako sú riasy, plesne či fotosyntetizujúce a nefotosyntetizujúce baktérie. 
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Postupne rastie záujem o mikrobiálnu produkciu karotenoidov, a to aj napriek ich 
dostatočnému výskytu v prírodných rastlinných zdrojoch. Takáto mikrobiálna produkcia má 
veľkú výhodu najmä čo sa týka použitia prírodných a lacných substrátov ako zdrojov uhlíku 
a energie. Mikroorganizmy sú schopné vyprodukovať niekoľko typov karotenoidných farbív 
ako odozvu na podnety z okolitého prostredia. V porovnaní s chemickou syntézou či 
extrakciou z prírodných zdrojov je takáto mikrobiálna produkcia výhodná i vzhľadom 
k sezónnej a zemepisnej dostupnosti [8].   
2.1.1.1. Zdroj výživy a energie 
Hlavnou a najdôležitejšou súčasťou fytomasy sú predovšetkým sacharidy, ktoré sú zároveň 
aj v čo najväčšom počte zastúpené. Spolu s lipidami slúžia ako hlavný zdroj energie a uhlíku 
pre bioprocesy. Ďalšími podstatnými zložkami sú taktiež aj bielkoviny a nukleové kyseliny 
ako zdroj dusíku, kedy nemôžu byť k takýmto účelom využité anorganické zlúčeniny  
dusíku [9].  
Pri biotechnológiách sa ako východzie suroviny používajú súčasti tzv. biomasy, ktorá je 
tvorená organickými látkami kontinuálne tvorenými živými systémami. Najčastejšie sa 
používajú pre tieto účely predovšetkým rastlinné produkty a odpady z poľnohospodárstva, 
lesníckeho a vodného priemyslu, no v súčasnosti spolu s biotechnologickým rozvojom rastie 
aj množstvo využitia nových foriem zdrojov surovín a energie. Jedná sa predovšetkým 
o efektívnejšie využitie rastlinných i živočíšnych surovín a spracovanie odpadov aj z iných 
priemyslových sfér ako z tých, ktoré už boli uvedené, ako napríklad chemické či 
petrochemické suroviny alebo mestské odpady [8].  
Pri vhodnom výbere suroviny nemalú úlohu zohráva aj dostupnosť, cena suroviny, 
samotný mikroorganizmus spolu so svojimi vlastnosťami, enzymatickým vybavením, 
výsledná cena produktu, požadovaná čistota a technologické vlastnosti suroviny. Vhodnou 
receptúrou média následne je možné docieliť správny rast mikroorganizmu a aj nadprodukciu 
biomasy a metabolitov.  
Zdroje uhlíku sa rozdeľujú do troch skupín: 
 sacharidické zdroje (sacharóza, glukóza, fruktóza, galaktóza, laktóza) 
 prírodné zdroje (škrob, melasa, srvátka, sulfitové výluhy, celulóza a 
odpadný papier) 
 petrochemické zdroje (alkoholy, uhľovodíky, organické kyseliny). 
V kultivačnom médiu je taktiež nevyhnutná aj prítomnosť dusíku ako prostriedku 
fyziologickej kontroly a regulácie metabolizmu pigmentov v mikroorganizmoch.  Z tohto 
hľadiska sú študované anorganické i organické látky a taktiež sa využívajú aj rôzne 
kombinácie anorganickej soli s kvasničným autolyzátom alebo hydrolyzátom, ktorú zvyšujú 
produkciu karotenoidov [8, 10].  
Najznámejšie zdroje dusíku:  
 amoniak a amónne soli – najdostupnejšie suroviny, lacné,  
 aminokyseliny, močovina – sú dôležité aj ako zdroj uhlíku, 
 kukuričný výluh – obsahuje voľné aminokyseliny, rastové a stopové látky, 
 kvasničný autolyzát – dusík je vo forme aminokyselín, 
 sójová a arašidová múka – substráty, ktoré treba predupraviť odstránením 
bielkovín [1].  
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2.2 Karotenoidy 
Karotenoidy spolu s bielkovinami vytvárajú komplexy, ktoré sú súčasťou zrniečkových 
útvarov cytoplazmy mnohých rastlinných buniek. Zafarbujú rastlinné pletivá žlto, oranžovo, 
červeno alebo nahnedo. Spolu s krmivami prechádzajú do živočíšnych tiel a objavujú sa 
v rôznych živočíšnych produktoch, najmä v tukových tkanivách, vo vaječnom žĺtku a pod. 
Taktiež  sú syntetizované aj v tele cyanobaktérií, riasach, fototrófnych baktériách či plesniach. 
Živočíchy nie sú schopné ich samosyntetizovať, len pretvárať na látky inej štruktúry a ukladať 
v tukových tkanivách [9, 11].   
2.2.1 Štruktúra a význam karotenoidov 
Karotenoidy predstavujú najdôležitejšiu skupinu tetraterpénov. Sú to mnohouhlíkové 
nenasýtené uhľovodíky, vybudované z ôsmych izoprenoidných jednotiek alebo kyslíkaté 
deriváty týchto uhľovodíkov.  
Reťazce karotenoidov vytvárajú na jednom konci alebo na oboch koncoch cyklickú alebo 
acyklickú deväťčlennú jednotku a na základe tohto delíme karotenoidy : 
 acyklické (lykopén, fytoén, neurosporén) 
 monocyklické (γ- karotén, torularhodín) 
 dicyklické (β- karotén, α- karotén) [12]. 
Podľa obsahu kyslíka rozlišujeme dve štrukturálne skupiny, z ktorých karotenoidy 
pozostávajú a na základe toho môžu byť uhľovodíkové, ktoré sa líšia polohou dvojitej väzby 
(β- karotén, α- karotén) a oxidované karotenoidy napr. xantofyly a deriváty, ktoré obsahujú 
hydroxylovú, aldehydovú či ketoskupinu [13] .  
Voči vonkajším bežným vplyvom, napr. zmene pH či pôsobeniu redukčných činidiel ako 
SO2, sú karotenoidy pomerne odolné, ale sú citlivé na oxidáciu. Táto ich citlivosť je 
spôsobená prítomnosťou väčšieho počtu dvojných väzieb v molekule, preto ľahko podliehajú 
oxidácii. Počas ich kultivácie by mali byť chránené pred kyslíkom a kyselinami, nakoľko by 
mohlo dôjsť k ich degradácii [12,14]. Viac než 90 % rastlinných karotenoidov je v bunkách 
listov, zvyčajne ako zmes 20 – 40 % uhľovodíkov karoténov (pričom viac ako 70 % tvorí β- 
karotén) a 60 – 80 % ich oxidačných produktov. Rozlišujeme karotény, tz. čisté uhľovodíky, 
 sú to napr. karotén, lykopén a fytoén [15].   
Ich vlastnosť ľahko sa oxidovať umožňuje karotenoidom zhášať singletový kyslík, 
zachycovať a neutralizovať voľné radikály a tak inhibovať peroxidáciu lipidov či oxidáciu 
iných významných látok (napr. nukleové kyseliny, kyseliny linolénová) v membráne, čo 
z nich robí významné antioxidanty. Sú to farbivá lipofilné a teda dobre rozpustné 
v nepolárnych rozpúšťadlách, a preto sa často nachádzajú najmä v spojení lipidami či 
hydrofóbnymi štruktúrami – membránami. Využívané sú aj ako doplnkové fotoaktívne 
pigmenty, dôležité pre prenos energie počas fotosyntézy a ochranu bunky pred UV žiarením 
[1, 16, 17]. Ako metabolické prekurzory provitamínov a hormónov majú rôzne biologické 
a fyziologické účinky, najmä vo forme provitamínu A pozitívne ovplyvňujú imunitu 
a videnie, využívajú sa ako protikarcinogény a pri liečení kardiovaskulárnych ochorení 
a arteriosklerózy [18, 19, 20,21].  
Vďaka týmto vlastnostiam sú karotenoidy využívané v rôznych odvetviach priemyslu, či 
už v potravinárskom, poľnohospodárskom, farmaceutickom i kozmetickom priemysle. 
V poslednej dobe čoraz častejšie nachádzajú uplatnenie aj v génových technológiách. Ide 
o využitie genetických modifikácii k úprave hospodárskych plodín pre produkciu väčšieho 
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množstva výživových zložiek a antioxidačnými vlastnosťami, zvýšenie odolnosti produktov 
voči vonkajším stresom, k tvorbe pre spotrebiteľa príťažlivejších foriem vzhľadu, arómy 
a iných senzoricky aktívnych látok. Známy je prípad tzv. zlatej ryže upravenej pomocou 
genetických modifikácii pre produkciu β- karoténu [22,23,24,25].   
 
 
 
Obrázok 4: Štruktúra vybraných karotenoidov [26]. 
2.1.2. Biosyntéza karotenoidov 
Biosyntéza karotenoidov patriacich do skupiny izoprenoidov vychádza z centrálnej 
izoprenoidovej dráhy. U kvasiniek prebieha biosyntéza karotenoidov cez metabolickú dráhu 
mevalonátu. Prvým krokom je kondenzácia východzej látky acetyl-CoA s medziproduktom 
syntézy mastných kyselín acetyl-CoA za vzniku  β-hydroxy-β-methylglutaryl-CoA, ktorý je 
následne redukovaný na kyseliny mevalónovú. Kyselina mevalónová je fosforylovaná 
a dekarboxylovaná za vzniku izopentyldifosfátu. Následne je nutné, aby jedna molekula 
izopentyldifosfátu bola izomerizovaná na dimetylallydifosfát. Kondenzáciou jednej molekuly 
dimetylallyldifosfátu (DMADP) a troch molekúl izopentyldifosfátu (IPDP) vzniká 
geranyldifosfát (GGDP) a kondenzáciou hlava-hlava dvoch molekúl GGDP vznikajú prvé 
prekurzory karotenoidov - fytoén a fytofluén. Desaturačnými reakciami potom dochádza 
k navyšovaniu počtu dvojitých konjugovaných väzieb a k produkcii lykopénu alebo 
neurosporénu.  Ďalšími desaturačnými a cyklizačnými reakciami vznikajú ostatné cyklické 
a acyklické karotenoidy, pričom cyklizácia molekúl karoteoidov môže prebiehať buď na 
jednom alebo na oboch koncoch molekúl lykopénu a neurosporénu [9, 15, 24,27].  
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Obrázok 5: Biosyntéza karotenoidov u rastlín [28]. 
2.3 Mutácie 
Dôležitosť mutácií, dedičnosti či riadená premenlivosť mikroorganizmov v súčasnosti 
spočíva v príprave takých mikrobiálnych buniek, ktoré produkujú väčšie množstvo 
živočíšnych hormónov, rastových látok,  látok s protikarcinogénnym účinkom alebo 
proteínov. Je možné pripraviť mutanty a hybridy, ktoré sú z priemyselného hľadiska omnoho 
výhodnejšie ako pôvodné kmene. Vedľa génového inžinierstva použitého pri kvasnej výrobe 
aminokyselín je známa aj výroba antibiotík za použitia mutantných kmeňov [29].   
Mutácie mikrobiálnych kmeňov môžu viesť ku zlepšeniu niektorých vlastností pri 
súčasnom oslabení vlastností druhých. Mutácie sú spôsobené dedičnou zmenou sekvencie 
bází v DNA. Vznikajú zvyčajne pri chybnej replikácií, presunoch alebo opravách DNA 
a vyskytujú sa s frekvenciou jedna mutácia na 106 bunečných delení. Jedná sa o každú zmenu 
v géne, ktorá sa zachová aj počas jeho expresie, a to aj v prípade, že prestal pôsobiť 
mutagénny činiteľ. Frekvenciu mutácií zvyšuje celý rad faktorov vrátane vírusov, chemikálií, 
ultrafialového svetla či ionizačného žiarenia. Často postihujú somatické bunky a sú to zmeny 
trvalé a prenášané do nasledujúcich bunečných generácií toho istého organizmu [29, 30]. 
U mikroorganizmov rozoznávame jednak tzv. spontánnu (samovoľnú) mutáciu, tj. mutáciu 
vznikajúcu bez známych vonkajších príčin a tzv. indukovanú mutáciu, ktorá vzniká po 
pôsobení určitého chemického alebo fyzikálneho prostriedku (mutagénu) na DNA. Spontánne 
mutácie sa pravdepodobne tvoria chybou pri replikácii DNA či pôsobením skrytého vplyvu 
prostredia (kozmické žiarenie, znečistenie v médiu) [1].  Jedným z hlavných cieľov pri 
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výskume mutácií je pochopenie zmien, ktoré prebehnú v molekule DNA a sú základom 
dedičných zmien fenotypu.  
Podľa rozsahu zmeny genetického materiálu rozdeľujeme mutácie do skupín: 
 Génové alebo bodové mutácie 
 Chromozómové mutácie 
 Genómové mutácie. 
Taktiež rozoznávame mutácie aj podľa funkcie génu, ktorý bol poškodený jej vplyvom. 
V prípade, kedy dôjde ku zmene vzhľadu kolónie alebo ku výraznejšiemu pretiahnutiu tvaru 
buniek mikroorganizmov, hovoríme o morfologickej mutácií. Známe sú aj fyziologické 
mutácie, u ktorých sa obmena štruktúry génu prejavuje napr. zmenou  citlivosti k antibiotikám 
alebo ku teplote, stratou schopnosti ku konjugácii, prípadne môžu vzniknúť tzv. biochemické 
mutanty so zmeneným metabolizmom [1].   
Na mutácie sa hľadí ako na hnaciu silu evolúcie, kedy organizmy škodlivé, resp. menej 
odolné, sú odstránené prirodzeným výberom z genetického fondu a naopak priaznivé 
organizmy majú tendenciu sa hromadiť. Existujú aj neutrálne mutácie, ktoré ale nemajú 
nijaký dosah na prečkanie organizmu v prírode a môžu sa iba hromadiť počas evolučného 
vývoja [30].  
2.3.1 Mutácie u kvasiniek 
 Všeobecne je pri mutáciách u mikroorganizmov dôležitá dĺžka jeho kontaktu 
s mutagénom. Najvýhodnejším spôsobom, ako zaviesť mutáciu do genómu, je použitie  
takého mutagénu, pre ktorý je charakteristická nízka úmrtnosť mikroorganizmu a zároveň 
vysoká frekvencia mutácie [32]. V prípade, že sa nejedná o dominantnú formu mutácie, nie je 
ľahké ju v mikroorganizme detekovať kvôli prítomnosti mutantných i nezmutovaných aliel.  
Kvasinky poskytujú v podstate ideálny materiál pre štúdium mutagenézie. Pre výskum 
genetických zmien a analýzu indukovaných mutantov je dôležitá schopnosť unicelulárnych 
buniek rýchlo rásť v kolóniách a tvoriť veľkú, geneticky homogénnu populáciu. Výhodou je 
možnosť aplikácie výsledkov získaných pri genetických experimentoch s kvasinkami na 
vyššie organizmy, čo je možné porovnávať vďaka podobnej organizácii eukaryotických 
buniek.  Za pomerne jednoduchých a dobre opakovateľných podmienok sme schopní získať 
veľké množstvo jedincov. Ďalšou výhodou je aj možnosť ľahkého zistenia jedného 
zmutovaného kmeňa v miliónovej kolónii mikroorganizmov, pretože ich krátka generačná 
doba vedie ku rýchlej selekcii mutantov a na základe ich malých genómov rastie 
pravdepodobnosť zasiahnutia špecifického génu [1,33].  
2.3.2 Mutagény používané v mikrobiológii 
Výber správneho mutagénu sa odvíja od mikroorganizmu, v prípade tejto diplomovej práce 
od kmeňa kvasiniek, ktorý chceme mutovať, od druhu mutácie, ktorú chceme vyvolať a akú 
zmenu fenotypu si prajeme indukovať. 
 K najdôležitejším a pre experimentátora aj k najbezpečnejším mutagénom patrí 
ultrafialové svetlo o vlnovej dĺžke 265 nm, nakoľko je najviac absorbované DNA. Spolu so 
žiarením RTG a ionizačným patrí ku fyzikálnym faktorom spôsobujúcim mutácie DNA [1].  
Veľmi účinnými mutagénmi, ktoré sa používajú pre získavanie mikrobiálnych mutantov 
pre priemyslové či vedecké účely, sú alkylačné činidlá, napr. methylmethánsulfonát (MMS), 
ethylmethánsulfonát (EMS), ethylénoxid (EO tj. oxíran), diepoxybután (DEB, tj. bioxíran), 
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a methylované nitrozlúčeniny. Množstvo alkylačných činidiel má taktiež aj silné 
karcinogénne účinky [1, 32]. Väčšina chemických karcinogénov sú súčasně aj mutagény [1].  
Alkylačné činidlá sú elektrofilné zlúčeniny, ktoré pomocou donorových alkylačných 
skupín reagujú s makromolekulami. Môžu spôsobovať narušenie dvojšróbovice DNA, viesť 
ku začleneniu chybného páru bází, či prekážať pri replikácii alebo transkripcii DNA. Ich 
účinok spočíva v naviazaní sa na bázu cez väzbové miesta kyslíku či dusíku genómovej DNA 
nukleofilnou substitúciou SN1 a SN2. Pre EMS sú charakteristické skôr SN2 reakcie, ktoré 
vedú ku primárnej substitúcii u párov bází. Spôsobuje naviazanie ethylových skupín na bázy 
u DNA, tým molekulu DNA deformuje a mení párovacie vlastnosti jednotlivých  bází [32,34]. 
Prednostne dochádza ku alkylácii guaninu, ktorý sa následne naviaže na thymín miesto 
cytozínu a tým pádom dochádza ku zámene jednotlivých párov bází počas replikácie 
v sekvencii DNA. Tieto premeny v pároch bází vedú k náročnému procesu mapovania DNA 
pri zisťovaní totožnosti jednotlivých pozmenených fenotypov a aliel v DNA [35,36].  
 
2.3.3 Mutantné kmene karotenogénnych kvasiniek 
Spomedzi mikroorganizmov známych produkciou karotenoidov, rod Rhodotorula je 
považovaný za jeden z najvýhodnejších rodov pre štúdium metabolizmu karotenogénnych 
kvasiniek,  a to pre jeho rozsiahlu produkciu karotenoidných pigmentov, rýchle tempo rastu 
buniek a nízku spotrebu nutričných zdrojov. Napriek tomu však množstvo β-karoténu 
produkovaného kvasinkou Rhodotorula glutinis je pomerne nízke v porovnaní s inými 
hubami. Preto je snaha vedcov v súčasnosti zameraná na optimalizáciu podmienok kultivácie, 
zloženie fermentačného média a využitie mutantných kmeňov pre zvýšenie množstva 
vyrobeného β-karoténu. Veľkou prekážkou pre ekonomický proces výroby a izolácie 
karotenoidov je aj pevná bunečná stena kvasiniek [37].     
Pre jeden z takýchto výskumov bol použitý mutantný kmeň RG-6 (odvodený z 
Rhodotorula glutinis RG-6, ktorá bola podrobená účinkom vysokého hydrostatického tlaku). 
Ako optimálny zdroj uhlíku vo fermentačnom médiu bola vybraná glukóza a naopak škrob sa 
javil ako najmenej vhodný zdroj uhlíku pre rast buniek kvasiniek a syntézu β-karoténu. Pri 
zisťovaní najoptimálnejšieho zdroja dusíka sa najlepšie osvedčilo použitie kombinácie 
kvasničného extraktu spolu s peptónom alebo s (NH4)2SO4 v porovnaní s použitím iba 
jedného zdroja dusíku [38].   
Ďalším mutantom odvodeným od Rhodotorula glutinis NCIM 3353 bol tzv. Mutant 32. 
Mutantný kvasinkový kmeň bol podrobený UV mutagenézii. Pri tomto výskume bol mutantný 
kmeň kultivovaný v dvoch typoch fermentačných médií. Do jedného z médii bola pridaná soľ, 
ktorá stimuluje rast buniek kmeňa R. glutinis. Médium, ktorého základ tvorila morská voda, 
malo celkový obsah karotenoidov 86 mg/l média a pre kontrolu bolo použité kultivačné 
médium s obsahom destilovanej vody, v ktorom hodnota celkového obsahu karotenoidov bola 
70 mg/l média. Podpora produkcie karotenidov bola pravdepodobne spôsobená aktívnou 
cyklizáciou γ-karoténu na β-karotén za pôsobenia prítomných kovov solí. Hodnoty pH oboch 
kultivačných médií boli upravené na pH=6,0. Zároveň pri porovnaní s pôvodným kmeňom, 
došlo u mutantného kmeňa Mutant 32 k 2násobnému nárastu celkového množstva β-karoténu 
a k 2,3-násobnému poklesu celkového obsahu torulénu v biomase, čo je žiadúce, pretože  
β-karotén je užitočnejší pigment ako torulén [39]. V médiu s obsahom morskej vody 
vykazoval Mutant 32 rovnako dobrý rast buniek v rozmedzí hodnôt pH 2-10. Hodnota pH 
produkčného média mala výrazný efekt na ľahkú extrakciu pigmentov bez mechanickej 
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dezintegrácie buniek. Pri použití média s obsahom morskej vody a hodnotou pH 6,0 bolo 
vyextrahovaných z buniek až 86  5 % karotenoidov, zatiaľ čo z produkčného média 
s hodnotou pH 10,0 bolo vyextrahovaných len 21 2 %  z celkového množstva karotenoidov, 
a to bez použitia mechanickej dezintegrácie [37].    
Zlepšenie syntézy karotenoidov bolo dosiahnuté aj mutagenéziou kvasinky Rhodotorula 
rubra za použitia chemického mutagénu N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidínu (NTG). Boli 
použité dva typy kultivačných médii: 1. syntetické médium s obsahom glukózy ako zdroja 
uhlíku; 2. prírodné médium s laktózou ako zdrojom uhlíku a srvátkou, upravenou 
ultrafiltráciou, ktorá doplňovala nutričnú hodnotu média [40]. V syntetickom médiu boli 
kultivované jednotlivé mutantné kmene samostatne, zatiaľ čo v prírodnom médiu boli 
kvasinkové kultúry kultivované v spojení s jogurtovými tzv. štartovacími kultúrami 
(Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus). Pre zmutované kolónie 
kvasinkových kmeňov bolo charakteristické intenzívne sfarbenie (najmä ružové a oranžové), 
ktoré počas kultivácie pôvodného kmeňa dosiahnuté nebolo. Jogurtové kultúry aktívne 
transformovali laktózu na glukózu, galaktózu a kyselinu mliečnu. U výsledného mutantu sa 
prejavila zvýšená aktivita syntetizovať β-karotén v kultivačnom médiu obsahujúcomzmesnú 
kultúru spolu s jogurtovými kultúrami. Pri kultivácii v syntetickom médiu bol celkový obsah 
karotenoidov u kvasinkového kmeňa podrobného mutácii (658 7,0 μg/g sušiny) asi o 3,3krát 
vyšší ako u nemutantného pôvodného kmeňa (194 5,57 μg/g sušiny). V prípade kultivácie 
na prírodnom médiu spolu s jogurtovými štartovacími kultúrami bol celkový obsah 
karotenoidov u mutantného kmeňa  (946 5,0 μg/g sušiny) vyšší o 3,1násobok oproti 
nemutantnému kmeňu (305 8.66 μg/g sušiny) [40].  
Ďalšia karotenogénna kvasinka  Xanthophyllomyces dendrorhous má ako zdroj prírodného 
karotenoidného pigmentu astaxantínu výhodné vlastnosti aj potenciálne komerčné využitie. 
Hoci pre jej bunky je charakteristický rýchly heterotrófny metabolizmus a vysoká hustota 
buniek vo fermentore, nachádza sa tu nízky obsah astaxantínu a jeho priemyselná produkcia 
je pomerne finančne náročná. Bola vykonaná štúdia kde X. dendrorhous bola podrobená 
mutácii pôsobením chemického mutagénu NTG [41]. Mutantné kmene produkujúce 
astaxanthín boli charakterizované a vyselektované na základe schopnosti ich buniek rásť 
a produkovať karotenoidy na agare s obsahom chemického inhibítoru β-iononu [41]. Boli 
vyizolované tri odlišné mutantné kvasinkové kmene, ktoré boli označené JH1, JH2 a JH3. 
Mutant JH1 vyprodukoval celkový obsah astaxantínu 4,032 mg/g sušiny, čo bola hodnota 15-
krát vyššia v porovnaní s celkovým vyprodukovaným množstvom astaxantínu pôvodným 
nemutantným kmeňom X. dendrorhous. V prípade mutantného kmeňa JH2 došlo k nižšiemu, 
len 4-násobnému nárastu celkového množstva vyprodukovaného astaxantínu v porovnaní 
s pôvodným nemutantným kmeňom. Pre kontrast bol vybraný mutant JH3, ktorý bol sfarbený 
na bielo a nebol schopný produkovať žiadny karotenoidný pigment  [41]. 
 Bola tiež vykonaná iná štúdia, ktorá využila výhodných vlastností kvasinkového kmeňa 
Xanthophyllomyces dendrorhous, ktorý tiež podrobila mutácii za použitia chemického činidla 
NTG. Takto zmutovaný kmeň bol následne kultivovaný a ako zdroj uhlíku bolo použité 
kokosové mlieko, známe svojím bohatým nutričným zložením a priemyselným využitím. 
Výsledky dokázali, že kokosové mlieko v médiu zvyšuje produkciu astaxantínu. Celkový 
obsah astaxantínu bol v prípade mutantného kvasinkového kmeňa 1 850 μg/g sušiny 
a v prípade nemutantného kmeňa 850 μg/g sušiny [42].  
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2.4  Metódy molekulárnej biológie používané k charakterizácii zmien DNA 
2.4.1 PCR 
Polymerázová reťazová reakcia (Polymerase Chain Reaction, PCR) je vysoko citlivá 
amplifikačná enzýmová metóda, ktorá slúži ku rýchlej syntéze veľkého množstva 
definovaného úseku DNA. Vzhľadom ku vysokej citlivosti detekcie je možné PCR použiť pre 
zistenie prítomnosti veľmi malého množstva nukleovej kyseliny vo vzorke. Základom 
úspešnej reakcie je použitie neporušeného úseku DNA, ktorý má byť amplifikovaný 
(pomnožený) [43].  
Princíp reakcie (Obr. 6) spočíva v zahriatí (denaturácií) DNA, ktorá má byť 
reprodukovaná, tak aby došlo k oddeleniu dvoch reťazcov templátu. Dvojicou 
oligonukleotidov, tzv. primérov, je vybraný požadovaný úsek na molekule DNA. Pri 
ochladení na vhodnú teplotu sa priméry v dôsledku komplementarity reťazcov špecificky 
viažu na protiľahlé reťazce DNA v opačnom smere. Následne činnosťou DNA polymerázy 
dochádza v smere 5‘→3‘ na oboch reťazcoch k syntéze komplementárneho reťazca. Používa 
sa termostabilná DNA polymeráza izolovaná z termofilných mikroorganizmov, ktorá odoláva 
vysokej teplote počas denaturácie DNA, čím umožňuje opakovanú syntézu [43, 44]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Obrázok 6: Rekcia PCR – schéma [45] 
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Priméry sú navrhované pomocou počítačových programov tak, aby ich sekvencia bola 
jedinečná a aby došlo ku špecifickej väzbe iba k jednému miestu v genóme. Aby došlo ku 
presnej väzbe na templátovú DNA, tak sa na 3´- konce primérov zaraďujú 1 – 2 zvyšky G 
alebo C a zároveň je potrebné, aby sa obsah G + C pohyboval v rozmedzí 40 – 60 %. Taktiež 
je dôležité, aby teplota topenia primérov bola podobná, minimálne 50 ºC, aby priméry 
nevytvárali vlásenky a neobsahovali vzájomne komplementárne sekvencie, ktoré by mohli 
spôsobovať tvorbu duplexov [44].  
Pre PCR sú nutné oligonukleotidové priméry (každý cca 20 nukleotidov) komplementárne 
k  3´ koncovým sekvenciám oboch komplementárnych reťazcov úseku, ktorý má byť 
amplifikovaný; cieľová DNA, ktorá slúži ako templát pre reakciu; termostabilná DNA 
polymeráza, stála aj pri teplote 95 ºC; zmes všetkých štyroch deoxyribonukleotidov (dNTP 
Master Mix), ktoré slúžia ako stavebné kamene pre nový reťazec DNA a vhodný pufor, 
obsahujúci Mg2+ ionty, pôsobiace ako kofaktor [46].  
V priebehu reakcie PCR dochádza ku pravidelne sa opakujúcim zmenám teploty, na 
základe čoho sa cyklicky striedajú 3 rôzne procesy v reakčnej zmesi. Na začiatku dochádza ku 
denaturácii dvojreťazových molekúl DNA vplyvom teploty okolo 94 ºC. Následne sa pri 
teplote 30 – 65 ºC k jednotlivým reťazcom pripoja priméry. Teplota pripojenia primérov je 
závislá na konkrétnom páre primérov. Nakoniec sa syntetizujú nové komplementárne reťazce 
pri 65 – 75 ºC. Reakcie sa zvyčajne opakujú v 25 – 35 cykloch a dve nové vlákna DNA slúžia 
potom ako matrica pre syntézu novej DNA z dvoch primérov, čím dochádza ku 
exponenciálnemu rastu počtu kópii špecifického úseku DNA molekuly. Reťazová reakcia 
poskytuje exponenciálnu amplifikáciu originálnej DNA, kde počet cyklov (n) určuje, koľko 
kópií (2n) je syntetizovaných. Takto je možné množiť sekvencie DNA o dĺžke od 50 – 100 B 
až do 2,5 kbp. Po dvadsiatich cykloch je stupeň namnoženia ~106 a po tridsiatich  
cykloch ~ 10
9 
[29, 44]. 
Ako návrh oligonukleotidových primérov, tak aj programovanie reakčných krokov 
vychádza  zo všeobecnej znalosti štruktúry DNA a zo znalosti sekvencie, ku ktorej sú 
príslušné oligonukleotidy komplementárne. Z toho vyplýva, že pre PCR je nutné poznať 
sekvencie aspoň hraničných úsekov fragmentov, ktoré majú byť amplifikované.    
Vysoká presnosť PCR produktov je vyžadovaná predovšetkým pre: 
 klonovanie fragmentov 
 štúdium alelického polymorfizmu jednotlivých RNA transkriptov 
 charakterizáciu jednotlivých bunkových populácií v kultúre 
 charakterizáciu málo častých mutácií v tkanivách [43]. 
2.4.1.1 Modifikácia – „Nested“ PCR 
Jednou z modifikácií polymerázovej reťazovej reakcie je aj tzv. „nested“ PCR. Využíva 
vonkajšie a vnútorné páry primérov (Obr. 7). Prvý pár PCR primérov (modrý so šípkou) sa 
viaže na vonkajší pár väzbového miesta priméru a amplifikuje všetky DNA medzi týmito 
dvoma stranami. Vzniká PCR produkt po prvom kole amplifikácie, ktorý tvorí templát DNA 
pre nasledujúcu amplifikačnú reakciu. Druhý pár vnútorných primérov (červený) sa viaže na 
prvý PCR produkt. Väzbové miesta pre druhý pár primérov sú z niekoľkých bází vo vnútri 
väzbového miesta prvého vonkajšieho páru primérov. Vnútorné priméry  sú teda 
komplementárne k sekvencii vo vnútri  oblasti ohraničenej prvým, vonkajším párom 
primérov. Vzniká druhý PCR produkt (červený) [45, 47].  
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Existujú modifikácie tejto reakcie, 
kedy môže byť prevedená postupne 
v dvoch krokoch v oddelených 
skúmavkách, sú známe aj metódy 
umožňujúce prevedenie v jednej 
skúmavke. 
Zvyčajne sa amplifikácia 
uskutočňuje v dvoch krokoch: 
1. prvý krok – tvorí 15 - 30 cyklov 
s vonkajším párom primérov. Vytvára 
sa produkt, ktorý je prevedený do 
novej skúmavky, čo vedie ku druhému 
amplifikačnému kroku pomocou 
vnútorných primérov, ktoré sú 
špecifické pre vnútornú časť sekvencie 
amplifikovanej s párom vonkajších 
primérov.  
2. druhý krok – tvorí taktiež 15 – 30 
cyklov.  
Nested PCR je o mnoho citlivejšou 
technikou pri porovnaní s konvenčnou 
PCR, nakoľko umožňuje detekciu  
cieľovej DNA aj v niekoľkonásobne  
nižšej koncentrácii, aká je potrebná 
 pre štandardnú DNA a vedie ku zvýšeniu výťažku a špecifity reakcie [48].   Dochádza ale k 
väčšiemu počtu PCR reakcií a cyklov, čo vedie ku zvýšeniu možností pre vznik chimér a chýb 
v sekvenciách a taktiež bolo zistené generovanie sekundárnych, nešpecifických bandov. 
Intenzitu tvorby týchto bandov je možné znížiť optimalizáciou podmienok PCR, najmä 
teploty pripojenia primérov, koncentrácie horčíka a počtu cyklov.  
Počas prvého amplifikačného kroku je možná aj amplifikácia necieľových sekvencií, 
v tomto prípade je ale takmer nulová pravdepodobnosť, že ďalší pár vnútorných primérov 
bude mať väzbové miesta pre tieto nešpecifické produkty. Práve naopak, nami požadovaný 
amplikón by mal obsahovať cieľovú sekvenciu pre tento pár vnútorných primérov. Produkt 
prvej reakcie „nested“ PCR býva zvyčajne nariedený tak, aby pôvodné absolútne množstvo 
templátu v porovnaní s ním bolo zanedbateľné a tým sa zamedzilo akýmkoľvek 
amplifikáciám pôvodného templátu. Výsledný produkt druhého kroku nested PCR je následne 
o menšej veľkosti ako produkt kroku prvého [49]. 
Oba kroky nested PCR zvyčajne prebiehajú v jednej skúmavke, čo obmedzuje množstvo 
manipulácie so vzorkou a tým sa aj znižuje pravdepodobnosť kontaminácie. Zvyčajne sú 
navrhnuté páry vonkajších a vnútorných primérov, ktoré majú navzájom odlišnú Tm. Priebeh 
prvého amplifikačného kroku je za menej presných podmienok (nižšia teplota pripojenia 
primérov) ako je to v prípade druhého amplifikačného kroku. Výsledkom je zmes produktov 
vnútorných a vonkajších primérov a ich kombinácií. Pri druhom amplifikačnom kroku za 
teplôt optimálnych pre pripojenie vnútorných primérov a dôkladných podmienok sa 
uprednostňuje amplifikácia vnútorného produktu. Produkty PCR sú následne analyzované 
elektroforeticky, pričom sú detekované, aj produkty primárneho kroku amplifikácie, aj 
Obrázok 7: Nested PCR [45]. 
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produkty druhého amplifikačného kroku nested PCR. Ďalšou z možností, menej využívanou, 
je použitie hrubej prepážky z minerálneho oleja, ktorá oddeľuje obsah prvého amplifikačného 
kroku od druhého, no po skončení prvého kroku nested PCR sú reakčné zmesi zmiešané 
centrifugáciou a obsah je opäť amplifikovaný [44, 49].   
Zmes amplikónov niekoľkých rôznych druhov prítomných v pôvodnej analyzovanej 
vzorke je výsledným produktom nested PCR.  Všetky amplikóny sú rovnakej veľkosti a majú 
odlišné sekvencie. Následne môžu byť produkty separované metódou DGGE. 
 
 
 
Obrázok 8: Termocyklér pre nested PCR 
2.4.2 Analýza amplikónov metódou PCR - DGGE 
Denaturačná gradientová gélová elektroforéza je rýchla a účinná separačná technika, ktorá 
umožňuje rozoznať fragmenty dvojvláknovej DNA o rovnakej dĺžke odlišujúce sa v sekvencii 
nukleotidov. Ide o široko používanú fingerprintovú metódu pomáhajúcu analyzovať štruktúru 
a rôznorodosť mikrobiálnych spoločenstiev a ich dynamiku, ktorá sa vo veľkom využíva 
najmä v enviromentálnej mikrobiológii. Metóda umožňuje identifikovať vybrané dominantné 
skupiny vybratím bandu, jeho reamplifikáciou a sekvencovaním [47, 50]. 
DGGE taktiež nachádza široké uplatnenie v potravinárskej mikrobiológii a v klinickej 
mikrobiológii pre analýzu mutácií. Prvýkrát bola metóda použitá pri detekcii jednobodových 
substitučných mutácií, kde bolo zistené, že molekuly DNA s jednou substituovanou bázou 
a molekuly DNA divokého typu migrovali v gradiente vzrastajúcej koncentrácie 
denaturačných činidiel v oddelených zónach [51].  
Rozlišujeme dva typy DGGE, a to s paralelným alebo kolmým gradientom v géle voči 
smeru elektroforézy. Paralelné gély zabezpečujú separáciu viacerých vzoriek na jednom géle 
súčasne, čo vedie k ich častejšiemu využívaniu ako je to v prípade gélov s kolmým 
gradientom. Na to, aby bolo dosiahnuté maximálne rozlíšenie fragmentov, je potrebná 
optimalizácia gradientu a doby priebehu separácie, čo je určované experimentálne s tým 
rozdielom, že optimálny gradient sa zisťuje s použitím kolmých gélov a čas separácie 
pomocou paralelných gélov, na ktoré sú nanášané vzorky v konštantných časových 
intervaloch [50, 52].  
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Princípom metódy je elektroforetická separácia založená na odlišných osobitných 
vlastnostiach fragmentov dvojvláknovej DNA, a to na základe rozdielov v nemennosti G-C 
párov, ktoré sú spojené tromi vodíkovými väzbami oproti A-T párom spojeným dvomi 
vodíkovými väzbami. Následne je zmes rovnako dlhých fragmentov DNA o rôznych 
sekvenciách separovaná za konštantnej teploty 60 ºC vo vertikálnom polyakrylamidovom 
géle, ktorý obsahuje lineárne stúpajúci gradient látok s denaturačným účinkom na DNA. 
Takýmito látkami sú zvyčajne močovina a formamid [53]. Denaturácia molekúl DNA 
spôsobuje zreteľné zníženie ich mobility, nakoľko prebieha nekontinuálne v tzv. „melting“ 
doménach a začína v géle na mieste, kde je dosiahnutá teplota topenia najmenej stabilnej 
melting domény. Prakticky dochádza až ku zastaveniu pohybu fragmentov DNA [50]. Teplota 
topenia melting domén je závislá na ich sekvencii a preto je u jednotlivých fragmentov 
odlišná. Táto skutočnosť vedie ku zastaveniu pohybu rovnako dlhých molekúl dvojvláknovej 
DNA inej sekvencie na odlišných miestach v géle (Obr. 9). Napríklad DNA fragmenty, ktoré 
sú bohatšie na páry G-C, majú vyššiu teplotu topenia a preto sa zachovávajú dvojreťazcové do 
vyšších koncentrácií denaturantov, naopak reťazce DNA sa budú od seba ľahšie oddeľovať v 
miestach bohatých na A-T páry [52]. 
 
 
 
Obrázok 9: Elektroforetická separácia metódou DGGE [54]. 
 
Výsledkom celého procesu je fingerprint obsahujúci súbor DNA bandov príbuzných 
mikrobiálnych druhov, ktoré sú prítomné vo vzorke. Vizualizované sú pomocou SYBR Green 
I., ktoré umožňuje detekovať DNA fragmenty už o nízkej koncentrácii, taktiež ethidium 
bromidom, prípadne ešte citlivejšou metódou detekcie je farbenie striebrom. Hodnotením 
intenzity bandov je možné odhadnúť mieru zastúpenia jednotlivých mikroorganizmov a počet 
bandov vo fingerprinte dodáva predstavu o diverzite vzorky.  
Nakoľko úplne oddelené jednoreťazcové fragmenty DNA spôsobujú vznik neostrých 
bandov, je potrebné zabrániť úplnej denaturácii bielkovín. Pre zdokonalenie DGGE sa 
používa tzv. GC-svorka, sekvencia bohatá na páry cytozínu a guaninu, ktorá sa pridáva na 
5´koniec jedného z dvojice primérov a spolu s ním je inkorporovaná do každého amplikónu, 
ktorý vzniká v priebehu PCR. GC-svorka je zvyčajne 30–50 bp dlhá sekvencia 
koamplifikovaná s cieľovou sekvenciou a začlenená do výsledného amplikónu  [47, 52].  
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Použitie PCR-svorky zabráni úplnej disociácii dvojvláknovej DNA na jednovláknovú 
a pomocou nej sa zvýši rozlišovacia schopnosť a schopnosť detekovať skoro všetky zmeny 
v sekvencii DNA [44, 52]. 
Okrem GC-svoriek boli navrhnuté aj tzv. chemické svorky, kedy jeden z PCR primérov je 
označený na 5´- konci zložkou, ktorú možno aktivovať svetlom, napr. psoralenom, a tá 
kovalentne spojí oba reťazce po ich vystavení UV žiareniu. 
Nevýhodou chemickej svorky je, že DGGE bandy so svorkou nemôžu byť reamplifikované 
kvôli prítomnej kovalentnej väzbe a taktiež ožiarenie produktu PCR žiarením UV môže 
poškodiť DNA, prípadne spôsobiť vznik viacerých bandov alebo škvŕn a neohraničených 
bandov [52].  
Maximálna dĺžka fragmentov DNA vhodných ku separácií formou DGGE je 500 – 600 bp, 
čo predstavuje obmedzené možnosti pre zisk sekvenčných informácií. Pri použití tejto 
fingerprintovej metódy hrozí taktiež riziko nadhodnotenia diverzity vzorky. Môžu ju spôsobiť 
mikroorganizmy pri analýze ribozomálnej DNA, ktoré obsahujú viac variabilných 16 rRNA 
genových operonov a dochádza tak ku vzniku viacerých bandov odvodených z jedného 
organizmu [47]. Rovnako použitie degenerovaných primérov vedie ku podmienkam nižšej 
stringencie a tak sa môžu rôzne oligonukleotidy priméru pripojiť ku rovnakej templátovej 
DNA. Týmto sa vytvoria kópie toho istého fragmentu s rôznymi sekvenciami primérov, čo 
vedie ku vzniku viacerých bandov pri separácii pomocou DGGE [53].  
Niekedy môžeme po separácií na géli vidieť aj fragmenty DNA neznámeho pôvodu. Tie po 
izolácií a reamplifikácií za vyhovujúcich podmienok a použitia vhodných PCR primérov 
môžeme ďalej sekvenovať a porovnať so sekvenciami už dostupnými v databázach a tak sme 
schopní určiť charakter prvotne neznámej vzorky [55].  
Obdobou DGGE je aj TGGE, tzn. teplotná denaturačná gradientová elektroforéza, kde na 
základe presne definovaného a kontrolovaného gradientu teploty dochádza ku denaturácii 
vzorky [52].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázok 10: Aparatúra pre DGGE 
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3 CIEĽ PRÁCE 
 
Cieľom predloženej diplomovej práce zameranej na využitie náhodnej mutagenézie 
k selekcii kmeňov karotenogénnych kvasiniek schopných na odpadových substrátoch 
nadprodukcie biomasy, karotenoidov a ďalších metabolitov je riešenie nasledujúcich 
čiastkových úloh: 
 
 Prehľad mutantných kmeňov karotenogénnych kvasiniek, ich metabolických 
a produkčných charakteristík.   
 
 Optimalizácia techniky náhodnej mutagenézie a selekcie mutantov adaptovaných 
na vybrané odpadné substráty.   
 
 Charakterizácia produkčných vlastností selektovaných mutantov – produkcia 
biomasy, pigmentov a ďalších metabolitov.  
 
 Vyhodnotenie a spracovanie výsledkov.   
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Použité chemikálie 
4.1.1 Chemikálie použité na kultiváciu kvasiniek a mutagenéziu  
D-glukóza monohydrát p.a., Lach-Ner s r.o. (ČR) 
Chlorid sodný p.a., Lachema (ČR) 
Kvasničný autolyzát, Himedia (India) 
Dihydrogénfosforečnan draselný p.a., Lachema (ČR) 
Síran amónny p.a., Lachema (ČR) 
Síran horečnatý  p.a., Chemapol (ČR) 
Agar bakteriologický, Scharlau Chemie S.A. (Spain) 
Methylester kyseliny methánsulfónovej (MMS), Sigma-Aldrich (SRN) 
Ethylester kyseliny methánsulfónovej (EMS), Sigma-Aldrich (SRN) 
4.1.2 Chemikálie použité pre HPLC 
Methanol pre HPLC Gradient Grade, Sigma – Aldrich (SRN) 
Beta-karotén, Sigma – Aldrich (SRN) 
Ergosterol, Sigma – Aldrich (SRN) 
Koenzým Q, Sigma – Aldrich (SRN) 
 
4.1.3 Komponenty použité pre izoláciu DNA a PCR/DGGE 
Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit, MO Bio Laboratories (USA) 
PCR voda – voda pre injekcie ČSL 4, Biotika (SR) 
Syntetické priméry (NL1, NL4, LS2), Elisabeth Pharmacon (ČR) 
KAPA2G™ Robust PCR Kit, Kapa Biosystems (USA) 
Agaróza Premium, Serva (SRN) 
Akrylamid 99%, Sigma (SRN) 
Brómfenolová modrá – sodná soľ, Serva (SRN) 
DNA ladder RTU (Ready-to-Use) 100 bp, Nippon Genetics (SRN) 
Dusičnan strieborný 99,8%, Sigma-Aldrich (SRN) 
Ethanol p.a., Lachema (ČR) 
Formaldehyd (36-38%) p.a., Sigma-Aldrich (SRN) 
Ethidium bromid, Serva (SRN) 
Formamid p.a., Penta (ČR) 
Glycerol p.a., Lachema (ČR) 
Hydroxid sodný p.a., Lach-Ner (ČR) 
Chelatón III dihydrát (EDTA) p.a., Lach-Ner (ČR) 
Kyselina octová 99,8% p.a., Lach-Ner (ČR) 
Močovina p.a., Penta (ČR) 
N,N'-methylénbisakrylamid, Serva (SRN) 
N,N'-tetramethyléndiamín (TEMED), Serva (SRN) 
Persíran amónny (APS), Serva (SRN) 
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Sacharóza p.a., Lach-Ner (ČR) 
4.1.4 Materiál 
Vaječné cestoviny, Ideal Slovakia, Bratislava (SR) 
4.2 Prístroje a pomôcky 
4.2.1 Pomôcky pre kultiváciu kvasiniek 
Analytické váhy Boeco (SRN) 
Centrifúga Sigma Laborzentrifugen (SRN) 
GKB Color Digital CCD kamera (Taiwan) 
Laminárny box Aura Mini, Bio Air Instruments, (USA) 
Lucia Image active 5.0, Laboratory Imaging spol. s r.o. (ČR) 
Mikroskop L II ooA, Intraco Micro (SRN) 
Spektrofotometer VIS, Helios δ, Unicam (UK) 
Trepačka IKA Yellow Line, (SRN) 
4.2.2 Pomôcky pre izoláciu a analýzu karotenoidov 
Filtre pre HPLC, PRE-CUT, Alltech (GB) 
Vákuová odparka RV 06, IKA (SRN) 
Vodná lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR) 
Zostava na HPLC/PDA 
                  Soustava HPLC/MS (Thermo Fischer Scientific, USA) 
                  Termostat - LCO 101, Column Oven (ECOM, ČR) 
                  Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR 
                  Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR 
                  Vyhodnocovací systém Xcalibur 
                  Chromatografická kolóna:  
         Kolona Kinetex C18, 2,6 μm, 4,6 x 150 mm, Phenomenex 
4.2.3 Pomôcky pre izoláciu DNA kvasiniek 
Centrifúga, model Mikro 200, Hettich Zentrifugen (SRN) 
Vortex, typ Heidolph, Vitrum (ČR) 
Vortex Genie 2, Mo Bio Lab. (USA) 
Vodná lázeň, model TW2, Julabo Labortechnik (SRN) 
 
4.2.4 Pomôcky pre PCR/DGGE  
Kompaktná mikrocentrifúga HERMLE Z-100M, Labortechnik (SRN) 
Termocykler Palm Cycler™, Corbett Research (Austrália) 
Vortex Experion™ Vortex Station, Bio-Rad (USA) 
Detection System, Bio-Rad (USA) 
Mikrovlnná trúba, model M1610N, Samsung (ČR) 
DGGE aparatúra DCode™ Universal Mutation Detection System, Bio-Rad (USA) 
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Horizontálna elektroforetická vaňa Owl, model B2, Owl Separation Systems (USA) 
NanoPhotometer™ UV/VIS, Implen (SRN)DGGE aparatúra DCode™ Universal Mutation    
Software Scion Image, Biotech (ČR) 
Transluminátor Ultra Viewer, Ultra Lum (USA) 
Zdroj napätia pre elektroforézu MP-300N, Major Science (USA) 
Zdroj napätia pre elektroforézu SH-300, Shelton Scientific (USA) 
 
4.3 Použité kvasinkové kmene 
Kultivované kvasinkové kmene: Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1  
                                                     Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7.  
                                                     Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33 
                                                     Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31 
                                                     Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4 
                                                     Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3 
Plesne použité na prípravu hydrolytických enzýmov:  
                                                     Fusarium solani CCM F-552 
                                                     Phanerochaete chrysosporium CCM 8074 
4.4 Kultivácia mikroorganizmov 
4.4.1 Podmienky kultivácie kvasiniek 
Vybrané druhy kvasinkových rodov Rhodotorula, Sporobolomyces a Cystofilobasidium 
patria medzi mezofilné aeróbne mikroorganizmy, ktoré majú podobné nároky na rastové 
podmienky. Kvasinky boli kultivované v tekutom médiu (optimálnom aj s prídavkom 
odpadového substrátu) pri teplote 25°C, neustálom trepaní a osvetlení potrebnom pre 
produkciu karotenoidov. Sterilácie médií prebiehali v tlakovom hrnci s otvoreným ventilom 
vždy po dobu 30 minút.  
  
4.4.2  Náhodná mutácia kvasinkových kmeňov po prídavku alkylačného činidla 
Všetky vybrané kvasinkové kmene boli kultivované v glukózových inokulačných médiách 
o zložení uvedenom v Tab. 1 a v produkčnom médiu s odpadových substrátom o zložení 
uvedenom v Tab. 2 a 3, do ktorého bol pridaný mutagén o rôznych koncentráciách.  
Každá séria kultivácie spočívala v dvojkrokovej inokulácii. Bunky boli zaočkované do 
inokulačného média I, kultivované 24 hodín, následne preočkované do inokulačného média II 
tak, aby pomer inokulum I a inokulum II bol 1:5. Kultivácia prebiehala opäť 24 hodín, po 
ktorých bola časť inokula II asepticky preliata do pripraveného produkčného média tak, aby 
sa zachoval pomer 1:5. Následne bol pridaný do média chemický mutagén.  
Po 80 hodinách kultivácie boli zmutované bunky preočkované na Petriho misky s agarom 
o rovnakom zložení ako bolo produkčné médium uvedené v Tab.2 a 3. Kultúry boli 
zaočkované technikou desiatkového riedenia a mikrobiologickým rozterom tak, aby na 
miskách vznikli jednotlivé kolónie. Naočkované Petriho misky boli ponechané v termostate 
o teplote 28°C a stálom osvetlení. Po náraste boli náhodne vyselektované tie kolónie, ktoré 
vizuálne naznačovali nadprodukciu karotenoidov. Vybrané kolónie boli niekoľkokrát 
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preočkované a následne použité ku submerznej kultivácii v tekutých médiách s prídavkom 
daného odpadového substrátu. Kultivácia v každej zmesi substrátov bola prevedená paralelne 
v dvoch Erlenmeyerových bankách.  
 
Tabuľka 1: Zloženie inokulačného média – INO I, II 
zložka množstvo (g/l) 
glukóza 40  
KH2PO4 5 
(NH4)2SO4 5  
MgSO4 0,34 
kvasničný autolyzát 7 
vodovodná voda 1000 ml 
 
Tabuľka 2: Zloženie produkčného média - základ 
zložka množstvo (g/l) 
KH2PO4 4 
(NH4)2SO4 4 
MgSO4 0,34  
vodovodná voda 1000 ml 
 
Tabuľka 3: Zloženie odpadového substrátu produkčného média v jednotlivých sériách 
kultivačná séria zložka množstvo (g/l) 
1  glycerol 30 
2 vaječné cestoviny 30 
3 hydrolyzované vaječné 
cestoviny 
30 
kontrolné médium glukóza 30 
 
4.4.3 Enzymatická hydrolýza odpadových substrátov 
 
Vaječné cestoviny obsahujú komplexné sacharidy, ktoré nemôžu byť utilizované 
karotenogénnymi kvasinkami. Aby sa zvýšila možnosť využitia tohto substrátu kvasinkami, 
boli produkčné média v tretej sérii podrobené 24 hodinovej enzymatickej hydrolýze pomocou 
dvoch rôznych enzýmových preparátov. 
Enzýmový preparát FS obsahoval zmes extracelulárnych hydrolytických enzýmov 
vyprodukovaných plesňou kmeňa Fusarium solani, enzýmový preparát PCH plesňou kmeňa 
Phanerochaete chrysosporium. Plesne rástli v médiu s obsahom kukuričného škrobu na 
podporu produkcie žiadaných enzýmov. Extracelulárne vyprodukované enzýmy od 
plesňových kmeňov boli najskôr zlyofilizované, následne rozpustené v 15 ml fosfátového 
pufru a pridané do príslušného produkčného média v množstve 1,5 ml/125 ml médium. Takto 
boli média ponechané 24 hodín za laboratórnych podmienok hydrolyzovať.  
Po 24 hodinovej hydrolýze boli odobraté 1 ml vzorky z každého hydrolyzovaného média a 
analyzované metódou Somogyi-Nelsona na redukujúce sacharidy. Redukujúce sacharidy boli 
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stanovené ešte aj v nehydrolyzovaných  produkčných médiách, a to pred steriláciou týchto 
médií, po sterilácii, a nakoniec aj po sterilácii už zhydrolyzovaného média, rovnako ako aj v 
samotnom enzýmovom preparáte. Každá vzorka bola analyzovaná dvakrát, hodnoty boli 
vyjadrené ako priemer z dvoch meraní. 
4.4.4  Kultivácia mutantných kmeňov 
Kultivácia mutantných kmeňov prebiehala podľa rovnakých podmienok ako kultivácia 
nemutantných kmeňov. Kvasinky boli kultivované v tekutých médiách pri 25°C, neustálom 
trepaní a osvetlení, cez dvojkrokové inokulačné média. Zloženie inokula I a II bolo rovnaké 
a uvedené v Tab. 4 a 5. Obsahovalo prídavok odpadového substrátu, na ktorom boli mutantné 
kmene selektované. Kontrolného médium obsahovalo len glukózu (40 g/l). Zloženie 
produkčného média obsahovalo ako zdroj uhlíku odpadový substrát, bolo rovnaké ako 
u nemutantných kmeňov a je uvedené v Tab. 2 a 3. Kultúry boli kultivované v produkčnom 
médiu 80 hodín. Kultivácia mutantov v každej zmesi substrátov bola prevedená paralelne 
v dvoch Erlenmeyerových bankách. 
 
Tabuľka 4: Zloženie inokulačného média – INO I, II - základ 
zložka množstvo (g/l) 
glukóza 20 
KH2PO4 5 
(NH4)2SO4 5  
MgSO4 0,34 
kvasničný autolyzát 7 
vodovodná voda 1000 ml 
 
 
 
Tabuľka 5: Zloženie odpadového substrátu inokulačných médií v jednotlivých sériách 
kultivačná séria zložka množstvo (g/l) 
1  glycerol 20 
2 vaječné cestoviny 20 
3 hydrolyzované vaječné 
cestoviny 
20 
 
Do inokulačných a produkčných médií tretej kultivačnej série boli pridané hydrolytické 
enzýmy rozkladajúce príslušné polysacharidy na jednoduché cukry.  
 
4.4.5 Stanovenie redukujúcich sacharidov metódou Somogyi-Nelsona 
Redukujúce sacharidy v produkčných médiách hydrolyzovaných pomocou enzýmov, ako 
aj v samotných enzýmových preparátoch, boli stanovené spektrofotometricky metódou 
Somogyi-Nelsona. Táto metóda využíva schopnosti redukujúcich sacharidov vyredukovať 
z alkalického prostredia meďnatých solí oxid meďný, ktorý s arzenomolybdenanovým 
činidlom poskytuje farebný komplex. Toto zafarbenie sa zmeria spektrofotometricky.  
K stanoveniu bolo potrebné pripraviť jednotlivé činidlá:  
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Roztok I pozostával z 24 g bezvodého Na2CO3, 16 g NaHCO3, 144 g bezvodého Na2SO4, 
12 g vinanu sodno-draselného a 800 ml destilovanej vody. 
Roztok II pozostával zo 4 g CuSO4 .5H2O, 24 g bezvodého Na2SO4 a 200 ml destilovanej 
vody.  
Roztok III pozostával z 25 g molybdenanu amonného rozpusteného v 450 ml destilovanej 
vody, 21 ml koncentrovanej H2SO4 a 3 g Na2HAsO4.7H20 rozpusteného v 25 ml destilovanej 
vody. Tento roztok musel 48 hodín stáť pri laboratórnej teplote za neprístupu svetla.  
V samotnom stanovení sa k 1 ml vzorku pridalo 0,5 ml roztoku I a 0,5 ml roztoku II. 
Skúmavky  sa umiestnili na vriaci vodný kúpeľ na 10 minút. Potom sa skúmavky ochladili 
vodou, pridalo sa 0,5 ml roztoku III, dobre premiešalo, aby sa vzniknutý Cu2O rozpustil 
a doplnilo sa destilovanou vodou na celkový objem 10 ml. Zmerala sa absorbancia pri 720 nm 
oproti slepej vzorke. Každá vzorka bola analyzovaná dvakrát, výsledky boli vyhadrené ako 
priemer z dvoch meraní. 
 
4.4.6 Stanovenie nárastu biomasy a jej spracovanie 
Stanovenie množstva biomasy bolo prevedené turbidimetricky. Hustota zákalu bola 
zmeraná spektrofotometricky pri vlnovej dĺžke 630 nm a vhodnom nariedení. Hodnoty 
absorbancie boli vztiahnuté na množstvo sušiny v g/l podľa nasledovných kalibračných 
kriviek:  
 
Rhodotorula glutinis       y = 0,1947x – 0,0234, 
Rhodotorula aurantiaca   y = 0,2047x – 0,0184, 
Rhodotorula mucilaginosa (rubra)  y = 0,229x, 
Cystofilobasidium capitatum   y = 0,1669x + 0,1884, 
Sporobolomyces roseus   y = 0,2421x – 0,0488, 
Sporobolomyces shibatanus   y = 0,2047x – 0,0184, 
kde y je nameraná absorbancia a x množstvo sušiny v g/l [56, 57]. 
 
V prípade živných médií obsahujúcich prídavok odpadného substrátu sa ako blank 
používalo toto médium pripravené zároveň s médiami pre kultiváciu.  
100 ml objem produkčného média bol scentrifugovaný pri 5000 otáčkach po dobu 10 
minút, premytý vodou a opäť scentrifugovaný. Nakoniec boli bunky rozsuspendované vo 
fyziologickom roztoku a uschované pre ďalšie použitie v mrazničke.  
Biomasa kultivovaná v produkčných médiách s obsahom odpadového substrátu bola pred 
centrifugáciou ešte prefiltrovaná cez niekoľkokrát zloženú gázu, aby sa bunky oddelili od 
pridaného nerozpusteného odpadu.  
 
4.4.7 Pozorovanie morfologických zmien 
 
Zmeny v morfológii kvasiniek počas rastu boli pozorované mikroskopicky. Bunky boli 
umiestnené na podložné sklíčko, prikryté krycím sklíčkom a pozorované pod mikroskopom 
pri zväčšení 640x. Obrázok bol vyfotografovaný a uložený pomocou fotografického softwaru 
Lucia Image.  
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4.5 Izolácia a analýza karotenoidov a vybraných lipidických látok 
Karotenoidy, ergosterol a koenzým Q sú súčasťou lipidickej frakcie bunky. Izolujú sa 
súbežne zmýdelnením s následnou niekoľkonásobnou extrakciou. Nakoniec sú vzorky 
analyzované pomocou RP-HPLC s PDA detekciou.  
4.5.1 Extrakcia karotenoidov a lipidických látok z kvasiniek 
Na izoláciu karotenoidov zmýdelnením s následnou extrakciou boli použité kvasinkové 
bunky zo 100 ml produkčného média. Bunky boli dezintegrované v 50 ml acetóne. Po pridaní 
50 ml 10% alkoholického roztoku KOH boli zmýdelňované na vodnej lázni pri 90°C po dobu 
30 minút. Zmýdelnený odparok bol po vychladnutí trikrát extrahovaný do diethyéteru. 
Spojené éterové frakcie boli odparené na vákuovej odparke. Vzorka bola rozpustená v 1 ml 
ethanolu pre UV/VIS spektrofotometriu, prefiltrovaná cez jednorázový filter a analyzovaná 
pomocou kvapalinovej chromatografie.  
 
4.5.2 Analýza karotenoidov a lipidických látok metódou RP-HPLC/PDA 
K chromatografickej analýze karotenoidov, ergosterolu a koenzýmu Q bola použitá 
zostava RP-HPLC/PDA od firmy Thermo Fisher Scientific, USA. Analyzované dáta boli 
spracované chromatografickým softwarom X-Calibur. 
Prefiltrované vzorky boli nanesené na chromatografickú kolónu Kinetex C18 
s predradenou predkolónou. Ako mobilná fáza bol použitý methanol pre HPLC s prietokom 
1ml/min. Samotná separácia prebiehala pri 45°C s detekciou diódového poľa. Výhodou PDA 
detektoru je, že sníma absorbanciu pri niekoľkých nastavených vlnových dĺžkach (450 nm pre 
karotenoidy a 285 nm pre ergosterol a koenzým Q), a zároveň umožní snímať aj celé 
absorbčné vlnové spektrum.  
β-karotén, ergosterol i koenzým Q boli kvantifikované pomocou externej kalibrácie 
príslušných štandartov. Celkové karotenoidy, identifikované z maximálnych spektier 
ostatných známych karotenoidov, boli vyhodnotené pomocou kalibračnej krivky β-karoténu. 
Výsledky sú vyjadrené ako priemerná hodnot z dvoch paralelných kultivácií. 
 
4.6 Izolácia kvasinkovej DNA 
Izolácia kvasinkovej DNA bola uskutočnená pomocou špeciálneho izolačného kitu pre 
eukaryotické mikroorganizmy. Koncentrácia vyizolovanej DNA bola sledovaná 
spektrofotometricky.   
 
4.6.1 Izolácia DNA pomocou izolačného kitu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit 
1,8 ml objem mikrobiálnej kultúry rozsuspendovanej vo fyziologickom roztoku bol 
napipetovaný do čistej mikroskúmavky a scentrifugovaný pri 11300 rpm otáčkach po dobu 30 
sekúnd. Supernatant bol zliaty a k usadeným bunkám bolo pridaných 300 μl „MicroBead“ 
roztoku obsahujúceho soli a pufor. Bunky boli zvortexované a roztok bol presunutý do ďalšej 
mikroskúmavky obsahujúcej drobný piesok. K roztoku bolo pridaných 50 μl MD1m ktorý 
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obsahuje SDS a iné činidlá k lýze bunky. Mikroskúmavky boli zahrievané vo vodnej lázni pri 
65 °C po dobu 10 minút.  
Následne boli mikroskúmavky presunuté na horizontálny vortex a vortexované pri 
maximálnej rýchlosti po dobu 10 minút. Potom boli mikroskúmavky scentrifugované pri 
11300 rpm otáčkach po dobu 30 sekúnd. Supernatant obsahujúci DNA bol presunutý do novej 
mikroskúmavky a bolo k nemu pridaných 100 μl MD2, ktorý zráža organické i anorganické 
nečistoty. Roztok bol vortexovaný asi 5 sekúnd a inkubovaný pri 4°c po dobu 5 minút. Potom 
bol opäť centrifugovaný pri 11300 rpm otáčkach 30 sekúnd. 
Supernatant bol presunutý do novej mikroskúmavky a bolo k nemu pridaných 900 μl MD3 
obsahujúci vysoko koncentrovaný roztok soli potrebný na naviazanie DNA na filter.  
Roztok bol presunutý do špeciálnej mikroskúmavky s filtrom a opäť centrifugovaný pri 
rovnakých podmienkach ako predchádzajúce centrifugácie. Tento postup bol opakovaný, kým 
nebol prefiltrovaný celý objem pôvodného roztoku. Kvapalina, ktorá prešla filtrom 
neobsahuje DNA, a tak mohla byť odstránená.  
Filter bol ďalej prečistený 300 μl MD4 obsahujúcim ethanol, ktorý je schopný rozpustiť 
prípadné kontaminanty DNA. Roztok bol centrifugovaný a filter presunutý do novej 
mikroskúmavky. Ku zrazenine DNA na filtri bolo pridaných 50 μl MD5, ktorý obsahuje 
elučný pufor uvoľňujúci zrazeninu DNA z filtra. Po konečnej centrifugácii bol prázdny filter 
odstránený a roztok obsahujúci DNA uskladnený v mrazničke pri -20°C.  
 
4.6.2 Koncentrácia a čistota vyizolovanej DNA 
 
Koncentrácia vzoriek bola meraná spektrofotometricky pomocou prístroja 
NanoPhotometer. Nukleové kyseliny majú absorpčné maximum pri 260 nm, zatiaľ čo 
prípadné kontaminanty – proteíny pri 280 nm. Koncentrácia DNA bola stanovená z hodnoty 
absorbancie pri 260 nm. Z pomeru hodnôt A260/A280 sa stanovila čistota DNA. Pomer 
absorbancií čistej DNA sa pohybuje v rozmedzí 1,8-2,0. Ak vzorka obsahuje proteíny, pomer 
je menší než 1,8. V prítomnosti kontaminujúcej RNA je pomer vyšší než 2,0.  
 
4.7 PCR 
Kvasinková DNA vyizolovaná pomocou komerčne dodávaného kitu bola použitá ako 
templát pre polymerázovú reťazovú reakciu. Reakcia prebiehala v dvoch amplifikačných 
krokoch v usporiadaní „nested“ PCR. 
 
4.7.1 Reakčná zmes pre PCR 
Zložky reakčnej zmesi pre PCR boli pred použitím krátko vortexované a centrifugované. 
PCR komponenty boli zmiešavané v danom poradí v sterilnom boxe. Zmes bola pripravená 
v príslušnom objeme podľa počtu vzoriek navýšených o jednu kvôli kompenzácii strát pri 
pipetovaní a následne rozpipetovaná do PCR mikroskúmaviek. Nakoniec bola pridaná 
templátová DNA. Jedna PCR zmes obsahovala sterilnú PCR vodu, 10x PCR pufor, 25 mM 
MgCl2, 10 mM dNTP mix, 100 μM priamy primer, 100 μM reverzný primer, Taq-DNA 
 34 
polymerázu 5 U/ μl a templát DNA do celkového objemu 25 μl pre prvý krok PCR a 50 μl pre 
druhý krok PCR.  
Pre amplifikáciu D1/D2 oblasti 26S rDNA boli použité univerzálne eukaryotické priméry 
dodané firmou Elisabeth Pharmacon. Sekvencie primérov sú uvedené v Tab. 6.  
 Pre overenie čistoty všetkých komponent bola do reakcie zaradená tiež negatívna 
kontrola. Mala rovnaké zloženie PCR zmesi, avšak namiesto templátovej DNA obsahovala 
sterilnú PCR vodu. 
 
Tabuľka 6: Sekvencie používaných primérov 
Primer Sekvencia 
NL1 - CG 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAATAAG-3’ 
NL1 5’-GCCATATCAATAAG-3’ 
NL4 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ 
LS2 5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC-3’ 
 
Pripravená reakčná zmes pre PCR bola vložená do termocykléru, kde bol spustený 
nastavený PCR profil.  
 
4.7.2 Prvý amplifikačný krok „nested“ PCR 
 
Pre prvý amplifikačný krok bola použitá dvojica primérov NL1/NL4. Ako templát DNA 
bola použitá kvasinková DNA vyizolovaná pomocou komerčne dodávaného kitu. Celkový 
objem reakčnej PCR zmesi bol 25 μl.  Amplifikácia prebiehala podľa podmienok uvedených 
v Tab. 7. Výsledkom reakcie bol amplikón o približnej veľkosti 600 bp. 
 
Tabuľka 7: Podmienky prvého amplifikačného kroku nested PCR 
Kroky reakcie Teplota (°C) Trvanie (sek) 
Počiatočná denaturácia  92 180 
Denaturácia  
36 cyklov 
92 30 
Apelácia 55 30 
Elongácia 72 30 
Záverečná elongácia  72 180 
Chladenie  10 nepretržite 
 
4.7.3 Druhý amplifikačný krok „nested“ PCR 
 Pre druhý amplifikačný krok bola použitá dvojica primérov NL1-GC/LS2. Ako 
templát DNA boli použité PCR produkty z prvej reakcie, ktoré boli 100x nariedené. Celkový 
objem reakčnej zmesi bol 50 μl. Amplifikácia prebiehala podľa podmienok uvedených v Tab. 
8. Výsledkom reakcie bol amplikón o približnej veľkosti 280 bp. 
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Tabuľka 8: Podmienky druhého amplifikačného kroku nested PCR 
Kroky reakcie Teplota (°C) Trvanie (sek) 
Počiatočná denaturácia  95 300 
Denaturácia  
30 cyklov 
95 60 
Anelácia 55 120 
Elongácia 72 120 
Záverečná elongácia  72 210 
Chladenie  10 nepretržite 
 
4.7.4 Kontrola PCR produktov horizontálnou elektroforézou  
 
Úspešnosť oboch krokov amplifikácie bola overená pomocou horizontálnej elektroforézy 
v agarózovom géle. PCR produkty boli ofarbené signálnou farbičkou (pozostávajúcou 
z 0,025g brómfenolovej modrej a 4g sacharózy na 10 ml redestilovanej vody) a nanesené na 
gél. Ako veľkostný štandart bol použitý DNA ladder RTU 100 bp o objeme 5 μl.  
 Pre prípravu 1,8% agarózového gélu bolo príslušné množstvo agarózy rozpustené v 1x 
Tris-acetátovom (TAE) pufre (50x koncentrovaný 2 mol/l TAE pufr: 242 g Tris; 57,1 ml 
ľadovej kyseliny octovej; 100 ml 0,5 mol/l EDTA, pH 8 na 1 l redestilovanej vody). Agaróza 
bola rozpustená zahriatím v mikrovlnnej trúbe. Po ochladení bolo do roztoku pridaných 15 μl 
ethidiumbromidu zo zásobného roztoku o koncentrácii 10 mg/ml, takže jeho konečná 
koncentrácia v géli bola 1,5 μg/ml. Po jemnom premiešaní bol gél naliaty do elektroforetickej 
vane, vložil sa hrebeň pre vytvorenie jamiek a gél bol ponechaný stuhnúť pri laboratórnej 
teplote asi po dobu 30 minút. Po stuhnutí boli do vzniknutých jamiek nanesené vzorky.  
 Elektroforetická vaňa so vzorkami bola zaliata 1x TAE pufrom po vyznačenú rysku. 
Aparatúra sa prikryla príslušným poklopom a k elektródam bol pripojený zdroj 
jednosmerného prúdu. Spustila sa elektroforéza pri podmienkach 80 V, 90 mA po dobu 3 
hodín.  
 Po skončení elektroforézy bol gél prenesený do vizualizačnej komory systému 
Ultralum. Po osvetlení UV svetlom sa zviditelnili bandy sledovaných PCR produktov 
odpovedajúce svojej veľkosti. Obrázok bol vyfotografovaný a spracovaný softwarom Scion 
Image. 
 
4.8 Denaturačná gradientová gélová elektroforéza 
Pomocou elektromigračnej techniky DGGE boli analyzované špecifické časti kvasinkovej 
DNA. Sledovali sa prípadne zmeny na DNA ummutantných kvasiniek oproti DNA kvasiniek 
nemutantných. 
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4.8.1 Príprava polyakrylamidového gélu s gradientom denaturantov 
 
Pre denaturačnú gradientovú elektroforézu bol používaný 8% gél s koncentračným 
gradientom denaturantov – formamidom a močovinou.  Najskôr bol pripravený roztok 40% 
AA/BIS v pomere 19 : 1 (38 g akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu na 100 ml redestilovanej 
vody, prefiltrované cez filtračný papier). Podľa Tab. 9 boli potom pripravené 0%, 30% a 45% 
zásobné roztoky denaturantov 
 
Tabuľka 9: Zloženie zásobných roztokov pre 8% polyakrylamidový gél 
Zložka denaturačného 
roztoku 
0% 
denaturantov 
30% 
denaturantov 
45% 
denaturantov 
40% AA/BIS 20,0 20,0 20,0 
50x TAE pufor 2,0 2,0 2,0 
Formamid - 12,0 18,0 
Močovina - 12,6 18,9 
Redestilovaná voda 78,0 do 100,0 do 100,0 
Celkový objem 100,0 100,0 100,0 
 
Do pripravených kadičiek bolo napipetovaných 15 ml 30% denaturačného roztoku, 15 ml 
45% denaturačného roztoku a 5 ml 0% denaturačného roztoku. Do každého z roztokov bolo 
pred použitím pridaných 7 μl TEMED (N,N'-tetramethyléndiamínu) a 40 μl APS (0,1 g 
persíranu amónneho v 1 ml redestilovanej vody).  
Polyakrylamidový gél bez denaturantov sa používal k počiatočnému utesneniu okrajov 
aparatúry. Každý denaturačný roztok bol jemne premiešaný a nasatý do injekčnej striekačky, 
v ktorej boli následne vytesnené bubliny a upravený objem na 12 ml. Injekčné striekačky boli 
upevnené po stranách aparatúry na prípravu gradientu a hadičkami pripojené k ihle, ktorá bola 
zavedená medzi sklené dosky v nalievacom stojane. Pomalým otáčaním kolesa aparatúry bol 
vytvorený lineárny gradient denaturantov v géli. Po napustení týchto dvoch roztokov bol 
nakoniec ešte pridaný opäť 0% denaturačný roztok, bez obsahu denaturačných činidiel 
a vložený hrebeň pre vytvorenie jamiek.  
Aparatúra s gélom bola prekrytá alobalom zabraňujúcim vysychaniu a nechaný cez noc 
v chladničke polymerizovať. Pred samotným prevedením elektroforézy bol vytiahnutý hrebeň 
a jamky boli prepláchnuté 1x TAE pufrom. 
 
   
4.8.2 Príprava vzoriek 
 
PCR produkty z druhého amplifikačného kroku nested PCR boli ofarbené signálnou 
farbičkou (pozostávajúcou z 0,5 ml 2% brómfenolovej modrej a 7 ml glycerolu na 10 ml 
redestilovanej vody) v pomere 1 :1 a nanesené na gél.  
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4.8.3 Prevedenie DGGE 
 
Elektroforetická vaňa bola naplnená 7 litrami 1x TAE pufru a prikrytá vrchným krytom, 
pomocou ktorého bolo zapnuté ohrievanie pufru na 60°C a nepretržité premiešavanie. 
Sklenené dosky s naliatym gélom boli presunuté na DGGE kazetu. Do vytvorených jamiek po 
hrebeni boli nanesené vzorky o objeme 40 μl. Zahrievanie pufru bolo prerušené a DGGE 
kazeta s gélom  bola vložená do vane. Opätovne bolo zapnuté zahrievanie a premiešavanie 
pufru. Po dosiahnutí teploty 60°C bola aparatúra pripojená ku zdroju napätia. Elektroforéza 
prebiehala pri podmienkach: 120 V, 90 mA po dobu 6 hodín. 
 
4.8.4 Farbenie a vizualizácia DGGE gélu 
 
Po ukončení elektroforetickej separácie bol gél vyňatý z DGGE kazety a farbený v roztoku 
ethidium bromidu (do 250 ml 1x TAE pufru bolo pridaných 50 μl EtBr zo zásobného roztoku 
o koncentrácii 10 mg/ml). Gél bol vo farbiacom roztoku ponechaný po dobu 20 minút za 
neustáleho trepania a následne opláchnutý destilovanou vodou. Nakoniec bol gél prenesený 
do vizualizačného systému Ultralum a získaný obrázok bol vyfotografovaný a spracovaný 
softwarom Scion Image. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
5.1 Optimalizácia podmienok mutácie karotenogénnych kvasiniek  
Bolo potrebné prevedenie optimalizačných experimentov s cieľom vybrať vhodný mutagén 
pre náhodnú mutáciu kmeňov karotenogénych kvasiniek Rhodotorula, Sporobolomyces a 
Cystofilobasidium. Boli testované dva rôzne mutagény: ethylester kyseliny metánsulfónovej 
(EMS) a methylester kyseliny metánsulfónovej (MMS). Ako prvý bol použitý mutagén MMS, 
ktorý bol dávkovaný do produkčného média obsahujúceho kvasinkovú kultúru. Pri prvom 
experimente bola koncentrácia mutagénu v produkčnom médiu 10 μg/ml a 5 μg/ml. 
Zmutované bunky boli 80 hodín kultivované a následne preočkované na Petriho misky 
mikrobiologickým rozterom. Približne po štyroch dňoch ponechania naočkovaných Petriho 
misiek v termostate pri teplote 28 ºC neboli na Petriho miskách pozorované žiadne kolónie, 
ktoré by naznačovali prítomnosť živých buniek karotenogénnych kvasiniek.  
Pri ďalšom experimente bol opäť použitý mutagén MMS. Jeho koncentrácia v produkčnom 
médiu bola znížená na hodnotu 2 μg/ml. Podobne ako pri prvom experimente bola kultúra po 
80 hodinovej kultivácii naočkovaná na Petriho misky a ponechaná v termostate. Ani počas 
druhého experimentu nevyrástli na Petriho miskách žiadne kolónie.  Môžeme predpokladať 
citlivosť buniek na zvýšenú koncentráciu mutagénu, respektíve na samotný mutagén. Na 
obrázku č. 11 pozorujeme sfarbenie produkčného média po 80 hodinách kultivácie, do 
ktorého bol pridaný mutagén MMS. Produkčné médium je biele, čo dokazuje spomalený 
alebo žiadny nárast kvasinkovej biomasy, prípadne významne porušenú metabolickú aktivitu.  
 
 
 
Obrázok 11: Sfarbenie produkčného média s prídavkom MMS po 80 hod. kultivácie 
 
Pri treťom experimente bol použitý mutagén EMS. Koncentrácia mutagénu v produkčnom 
médiu bola ako v prípade prvého experimentu 10 μg/ml a 5 μg/ml. Zmutované bunky boli 
opäť po 80 hodinovej kultivácii naočkované na Petriho misky a ponechané v termostate 
približne po dobu štyroch dní. Po náraste boli náhodne vyselektované kolónie, 
charakteristické najintenzívnejším červeným sfarbením. Na obrázku 12 môžeme pozorovať 
sfarbenie kolónií buniek po štyroch dňoch kultivácie v termostate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 39 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
  
Obrázok 12: Petriho misky s mutovaným kvasinkovým kmeňom po 4 dňoch kultivácie 
 
K následnej mutácii karotenogénych kvasiniek na rôznych odpadných substrátoch bol teda 
použitý mutagén EMS, po ktorého aplikácii došlo k nárastu kolónii na Petriho miskách a k ich 
úspešnému vyselektovaniu.  
5.2 Morfologické zmeny kvasiniek ovplyvnené pôsobením mutagénu 
V tejto práci boli pozorované morfologické znaky kvasiniek Cystofilobasidium capitatum 
CY 10-1-1, Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula glutinis CCY 20-2-33, 
Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces roseus CCY 19-6-4,  
Sporobolomyces shibatanus CCY 19-20-3.                                   
5.2.1 Morfológia kvasiniek 1. série kultivácie 
Prvá séria kultivácií bola zameraná na adaptáciu mutantov na médium s obsahom 
glycerolu. Experimenty boli zrovnávané s kultiváciou nemutovaných aj mutovaných kmeňov 
aj na glukózovom médiu. Zloženie inokulačného média bolo rovnaké aj pre INO I a INO II 
s obsahom kvasničného autolyzátu (kap. 4.4.4.). Boli pripravené dva typy produkčných médii, 
jedno obsahovalo odpadový substrát glycerol, ako uhlíkatý zdroj a druhé glukózu. Všetkých 6 
kvasinkových mutantných kmeňov bolo kultivovaných súčasne a za rovnakých podmienok 
spolu s kmeňmi nemutantnými (kap. 4.4.4. ) V prvej fáze bola pozorovaná morfológia 
mutantných kmeňov kvasiniek a porovnávaná s morfológiou nemutantného kmeňa. 
Morfologické zmeny boli sledované vizuálne aj mikroskopicky (kap. 4.4.7.).    
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Obrázok 13: Morfológia kvasiniek v produkčnom médiu 1. série  
 
Na obrázku 13 sledujeme, že nezmutované kmene kvasiniek sú charakteristické guľatým 
tvarom. Vo väčšine prípadov morfológia buniek kvasiniek nevykazuje neobvyklé zvláštnosti, 
no môžeme pozorovať zvýšené zhlukovanie buniek čo je pravdepodobne spôsobené 
výrazným stresom. U všetkých kmeňov kultivovaných v glukózovom médiu je 
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charakteristický nepravidelný okraj buniek. So zvyšujúcou sa koncentráciou mutagénu 
môžeme postupne sledovať zmenu tvaru buniek z guľatého na oválny tvar a silnejšiu bunečnú 
stenu, čo je pravdepodobne spôsobené hromadením sa kvasinkových metabolitov 
v okrajových častiach bunky. Je to charakteristické pre všetky kmene okrem C. capitatum a 
tiež S. roseus, ktorej bunky sú najmenej výrazné a oválne až valcovité aj v nezmutovanej aj 
v zmutovanej forme. V médiu s S. roseus tiež môžeme pozorovať postupné zmeny buniek na 
menšie a bledšie so zvyšujúcou sa koncentráciou mutagénu čo tiež môže byť spôsobené 
určitým stresovým prostredím. Bunky rastúce v médiu s glycerolom vykazujú prevážně 
guľatý tvar, čo je pravdepodobne dôsledok osmotického stresu.  
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Obrázok 14: Rozdielne sfarbenie produkčných médii 1. série 
 
Na obrázku 14 pozorujeme odlišné sfarbenia produkčných médií prvej série kultivácie. Pri 
porovnaní s kontrolou vidíme zreteľný rozdiel medzi ružovo sfarbenými kontrolnými 
produkčnými médiami s nemutantnou kultúrou a produkčnými médiami, v ktorých je 
zaočkovaný zmutovaný kvasinkový kmeň a sú charakteristické sfarbením od svetlo ružovej 
cez oranžovú až po tmavo oranžovú. U všetkých kmeňov kvasiniek môžeme vidieť jasný 
rozdiel medzi médiami obsahujúcimi glukózu, kde pozorujeme oranžové sfarbenie a médiami 
s obsahom glycerolu, kde vidíme ružovo-oranžové až tmavo oranžové zafarbenie. 
U svetlejších médii zrejme prítomnosť glycerolu čiastočne inhibovala produkciu pigmentov, 
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ale v prípade médií s kvasinkami R. rubra a R. glutinis vidíme intenzívnejšie sfarbenie kultúr 
v médiu s obsahom glycerolu, čo môže byť vyvolané zvýšenou produkciou karotenoidných 
pigmentov. Podobné zmeny produkcie pigmentov v prítomnosti glycerolu (inhibícia aj 
aktivácia) boli už pozorované v niektorých predchádzajúcich štúdiách [3, 57]. 
5.2.2 Morfológia kvasiniek 2. série kultivácie 
V druhej sérii boli kvôli časovým dôvodom kultivované len štyri vybrané kmene 
karotenogénnych kvasiniek, a to Cystofilobasidium capitatum CY 10-1-1, Rhodotorula 
glutinis CCY 20-2-33, Rhodotorula mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces 
roseus CCY 19-6-4. Opäť boli použité dva typy produkčných médií a to klasické glukózové 
médium a cestovinové médium. Zloženie INO I a INO II bolo rovnaké, s obsahom 
kvasničného autolyzátu (kap. 4.4.4.). Všetky mutantné kmene karotenogénnych kvasiniek boli 
kultivované súčasne a za rovnakých podmienok spolu s nemutantnými kmeňmi    
                  
  
      
 
      
  
 
 
 
        
 
 
 
 
 
   
     
 
 
 
   
        
 
Obrázok 15: Morfológia kvasiniek v produkčnom médiu 2. série 
 
Aj v prípade druhej série kultivácie si môžeme všimnúť guľatý až oválny tvar kvasiniek, 
ktorý je pre ne charakteristický. Opäť sledujeme výrazné zhlukovanie buniek a taktiež aj 
nerovný povrch na viacerých bunkách, ktorý je pravdepodobne vyvolaný intenzívnym 
stresom. Výrazná deštrukcia buniek je viditeľná najmä v prípade kvasinky S. roseus 
kultivovanej na cestovinách. Pôsobením stresu či nutričných zdrojov sa intracelulárne časti 
bunky uvoľnili do média a tým sa bunka zdeformovala. Tiež pozorujeme svetlejšie sfarbenie 
buniek. Aj v tejto sérii kultivácie môžeme konštatovať, že došlo k silnému poškodeniu buniek 
a k významne ovplyvnenému metabolizmu pri raste na nevýhodnom komplexnom odpade.  
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Obrázok 16: Rozdielne sfarbenie produkčných médií 2. série 
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V druhej sérii kultivácie sa môžeme sústrediť na vplyv odpadného substrátu na sfarbenie 
média, teda na vizuálne posúdenie produkcie pigmentov. Produkčné média s obsahom 
cestovín sú v porovnaní s glukózovými médiami výrazne bledšie, čo je zrejme spôsobené 
čiastočně samotnou farbou cestovín, ale aj neschopnosťou kvasiniek využívať komplexný 
substrát. Médiá s obsahom glukózy sú charakteristické silnejším sfarbením a zrejme teda aj 
zvýšenou produkciou pigmentov. Na druhej strane ale pri porovnaní cestovinového média 
s obsahom mutagénu pozorujeme intenzívnejšiu škálu farieb od bledoružovej farby cez svetlo 
oranžovú až po oranžovú. S postupným zvyšovaním koncentrácie mutagénu v produkčných 
médiách však klesá intenzita sfarbenia média, a teda dá sa predpokladať nižšia produkcia 
pigmentov. Najsvetlejšie sfarbenie média sledujeme u S. roseus, čo môže súvisieť aj 
s pozorovanou morfologickou deformáciou buniek. Farba média odpovedá analýze množstva 
a zostavy produkovaných pigmentov, ako bude uvedené v kapitole 5.4.2.  
 
5.2.3 Morfológia kvasiniek 3. série kultivácie 
 
V tretej sérii boli kultivované také isté kmene ako  v sérii druhej. Zloženie INO I a INO II 
bolo rovnaké. Ako odpadný substrát boli do produkčného média pridané cestoviny spolu 
s hydrolytickými enzýmami získanými z plesní Fusarium solani a Phanerochaete 
chrysosporium (kap. 4.4.4.). Došlo tiež ku zmene koncentrácií mutagénu. Koncentrácia 
mutagénu v produkčnom médiu bola 10 μg/ml a 15 μg/ml. 
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Obrázok 17: Morfológia kvasiniek v produkčnom médiu 3. série - cestoviny s pridaním 
hydrolytických enzymov z plesní.  
 
Na jednotlivých obrázkoch môžeme pozorovať vplyv prítomnosti hydrolyzovaného 
komplexného substrátu v produkčnom médiu na morfológiu jednotlivých buniek. V prípade 
mutovaného kmeňa kvasinky C. capitatum sa v médiu hydrolyzovanom prídavkom 
extracwelulárnych enzýmov plesne P. chrysosporium zmenil tvar bunky z guľatého na viac 
oválny a bunky sú tiež aj menej výrazné a bledé pri porovnaní s kontrolou. Dalo by sa 
povedať, že u tohto kmeňa sú pozorované menšie zmeny pri porovnaní s kontrolným médiom 
ako u ďalších kmeňov kvasiniek. Bunky v hydrolyzovaných cestovinových médiách sú zjavne 
ovplyvnené stresom, je pre ne typické zhlukovanie, nevýrazné sfarbenie a nepravidelný tvar. 
Výrazné zhlukovanie je charakteristické aj u mutovanej kvasinky R. glutinis, najmä v médiu 
hydrolyzovanom enzymatickým preparátom z plesne  P. chrysosporium.  
 47 
Avšak v produkčných médiách, v ktorých bol použitý enzýmový preparát izolovaný z 
plesne F. solani môžeme vidieť lepší tvar buniek R.glutnis ako pri nehydrolyzovaných 
médiách. Pri tomto preparáte ako jedinom si môžeme všimnúť, že bunky R.glutinis 
v nehydrolyzovaných médiách sú menšie ako bunky v hydrolyzovaných médiách. Oproti 
tomu u kvasinky R. rubra v hydrolyzovaných  produkčných médiách  je vidieť jasné zlepšenie 
v tvare jednotlivých buniek, hlavne čo sa týka ich veľkosti, výraznejšieho sfarbenia bunečnej 
steny a takmer pravidelného okraju buniek pri porovnaní s nehydrolyzovanými médiami. U S. 
roseus môžeme pozorovať morfológiu buniek najviac podobnú kontrolnému médiu. Takisto 
ako v predchádzajúcich prípadoch u kvasinky S. roseus možno pozorovať najväčšie stresové 
efekty, bunky sú málo výrazné, zhlukujú sa a pučia.   
V konečnom dôsledku ale opäť môžeme potvrdiť určitý deštrukčný vplyv mutagénu na 
bunky kvasiniek.  
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Obrázok 18: Rozličné sfarbenie produkčných médií v 3. sérii. 
 
Na obrázku 18 vidíme jednotlivé farebné zmeny v produkčných médiách obsahujúcich 
hydrolyzované cestoviny v závislosti na použitom substráte. Pre cestovinové média je opäť 
charakteristické bledé sfarbenie spôsobené prítomnosťou cestovín, čím možno vysvetliť ich 
menej intenzívne oranžové sfarbenie pri porovnaní s kontrolou. U živných médií s obsahom 
cestovín a s prírastkom redukujúcich sacharidov môžeme vidieť intenzívnejšie ružové a 
oranžové sfarbenie pri porovnaní s nemutantným cestovinovým médiom, na základe čoho sa 
dá predpokladať zvýšená produkcia pigmentov pôsobením hydrolytickej aktivity enzýmu či 
mutagénu. Na základe slabšieho sfarbenia médii u všetkých vzoriek s koncentráciou 
mutagénu 15 μg/ml môžeme predpokladať, že zvýšené množstvo mutagénu malo za následok 
zníženie tvorby pigmentov. Môžeme teda konštatovať, že enzymatický preparát získaný 
z plesne F. solani sa javí ako vhodnejší na hydrolýzu odpadných substrátov a produkciu 
karotenoidov kvasinkami ako enzým získaný z plesne P. chrysosporium.   
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5.3 Analýza redukujúcich sacharidov v hydrolyzovaných médiách 
Počas tretej série kultivácie boli v produkčných médiách s obsahom odpadového substrátu 
a ešte pred pridaním kvasinkovej kultúry stanovené redukujúce sacharidy metódou 
Somogyiho-Nelsona (kap.4.4.1.) Vzorka bola odobratá z produkčného média pred a po jeho 
sterilácií a následne aj po pridaní enzýmových preparátov a ich následnom vysterilovaní. Bola 
zostrojená kalibračná krivka závislosti koncentrácie na absorbancií pre výpočet množstva 
redukujúcich sacharidov v produkčnom médiu. Jednotlivé zistenia sú uvedené v tabuľkách 8 a 
9 a v grafe 2.  
Kalibračná krivka redukujúcich sacharidov
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Graf 1: Kalibračná krivka závislosti . 
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Graf 2: Obsah  redukujúcich sacharidov v hydrolyzovaných médiách. 
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Tabuľka 10: Analýza obsahu redukujúcich sacharidov v médiách po enzýmovej hydrolýze.  
odpadový substrát 
(g/125 ml) 
pred 
steriláciou 
po  
steriláciíI 
hydrolýza 
 s F.solani 
hydrolýza 
 s P. chrysosporium 
cestoviny 0,024 0,026 0,573 0,839 
 
Na základe výsledkov uvedených v tabuľke 10 a grafe 2 vidíme, že po 24 hodinovej 
hydrolýze odpadu spolu s enzýmami došlo k nárastu hodnôt redukujúcich sacharidov, čím sa 
preukázala hydrolytická aktivita kmeňov húb na sacharidy. Sterilácia nemá zrejme výrazný 
vplyv na hodnotu redukujúcich sacharidov v cestovinovom médiu. 
 
Tabuľka 11: Množstvo redukujúcich cukrov v jednotlivých enzýmových preparátoch.  
 
1000x  
riedeni
e 
redukujúce sacharidy  
(g/15 ml) 
redukujúce sacharidy  
(g/1,5 ml) 
Phanerochaete 
chrysosporium 
0,230 1,007 0,101 
Fusarium solani 0,398 1,743 0,174 
 
V tabuľke 11 vidíme množstvo redukujúcich sacharidov, ktoré boli pridané do 
produkčného média spolu s enzýmovým preparátom. Prírastok redukujúcich sacharidov sa pri 
použití jednotlivých enzýmov výrazne nelíši no u enzýmu vyizolovaného z plesne Fusarium 
solani je vyšší.  
5.4 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzýmu Q 
 Experimentálna časť diplomovej práce bola zameraná predovšetkým na produkciu 
karotenoidov a to najmä β-karoténu ako hlavného pigmentu s najväčším praktickým využitím 
a produkciu biomasy v závislosti na použitom type substrátu a koncentrácii mutagénu 
v produkčnom médiu. Ďalšími nemenej dôležitými stanovovanými metabolitmi boli aj 
ergosterol, slúžiaci ako provitamín D a koenzým Q ako dôležitý antioxidant.  
Metabolity boli izolované extrakciou pigmentov v acetóne, zmýdeľnením neutrálnych 
lipidov a následnou extrakciou pigmentov do diethyletheru (kap. 4.5.1.). Množstvo pigmentov 
a ďalších metabolitov bolo namerané pomocou RP-HPLC/PDA (kap. 4.5.2.). V nasledujúcej 
časti diplomovej práce sú uvedené  namerané výsledky vo forme tabuliek a grafov.  
Jednotlivé množstvá metabolitov boli vypočítané podľa nasledovných kalibračných 
kriviek, ktoré boli zostavené v súbežne prevádzanej dizertačnej práci na rovnakej kolóne a za 
rovnakých chromatografických podmienok. 
 karotenoidy a β-karotén y = 17 480x 
 ergosterol   y = 76 993x  
 koenzým Q   y = 33 313x 
 
V každej sérii boli vyselektované dva mutanty pre každú koncentráciu mutagénu (10 A1, 
10 A2 pre 10 g/ml EMS; 5 A1, 5 A2 pre 5 g/ml EMS ), ktoré boli kultivované v tekutom 
médiu a bola analyzovaná ich rastová a produkčná kapacita. V nasledujúcej časti sú podrobne 
uvedené produkčné charakteristiky týchto mutantov kultivovaných na glukóze i na glycerole 
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a porovnané s nemutovaným kmeňom kultivovaným tiež na glukóze a glycerole. Mutanty boli 
v priebehu selekcie adaptované na utilizáciu glycerolu (kap. 4.4.2.). 
     
 
5.4.1 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzýmu Q - 1. séria kultivácie (glycerol) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 3: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky R. glutinis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 4: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky R. aurantiaca. 
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Graf 5: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky R. rubra. 
 
 
Tabuľka 12: Nárast produkcie biomasy a pigmentov v 1. sérii kultivácie.  
 
 
označenie 
 
množstvo 
sušina  
(g/l) 
β-karotén 
(μg/g  
sušiny) 
ergosterol 
(μg/g 
sušiny) 
karotenoidy 
 (μg/g  
sušiny) 
koenzým Q 
(μg/g 
sušiny) 
RG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kontrola - glycerol 7,241 13,966 285,690 34,987 5,962 
kontrola - nezmutovaná 8,345 181,174 316,387 671,610 50,395 
10 A1 glukóza 9,288 81,998 206,442 260,521 38,123 
10 A1 glycerol 8,163 34,961 316,916 59,242 5,807 
10 A2 glukóza 8,943 41,031 220,332 130,819 19,331 
10 A2 glycerol 8,700 77,543 295,193 139,303 59,633 
5 A1 glukóza 9,804 297,022 270,490 637,492 275,004 
5 A1 glycerol 8,143 11,636 266,389 30,432 4,863 
5 A2 glukóza 8,882 35,270 256,504 93,059 60,166 
5 A2 glycerol 7,677 24,338 236,614 37,300 31,966 
       
RA kontrola - glycerol 9,045 35,774 231,711 81,066 22,443 
kontrola - nezmutovaná 9,136 267,315 226,770 296,732 28,670 
10 A1 glukóza 10,676 319,988 236,552 651,049 365,569 
10 A1 glycerol 9,571 43,024 235,361 90,482 44,861 
10 A2 glukóza 10,818 641,296 206,578 1400,106 328,374 
10 A2 glycerol 9,541 37,945 257,227 87,797 28,001 
5 A1 glukóza 10,088 310,419 274,587 692,910 287,720 
5 A1 glycerol 8,720 75,332 286,207 168,937 57,864 
5 A2 glukóza 9,815 66,933 178,497 210,494 125,642 
5 A2 glycerol 9,227 20,020 237,087 48,521 19,460 
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RR kontrola - glycerol 7,373 244,783 369,366 538,079 53,950 
kontrola - nezmutovaná 8,690 210,897 235,708 465,550 93,524 
10 A1 glukóza 9,571 516,821 293,527 1611,091 262,025 
10 A1 glycerol 9,399 29,841 185,254 49,046 9,683 
10 A2 glukóza 9,804 328,291 264,965 899,666 269,534 
10 A2 glycerol 9,470 39,301 199,047 91,300 11,103 
5 A1 glukóza 10,706 104,799 170,419 331,902 55,029 
5 A1 glycerol 9,744 243,319 210,498 522,293 41,735 
5 A2 glukóza 9,987 242,067 260,959 723,356 189,949 
5 A2 glycerol 10,068 62,304 196,308 148,474 22,520 
 
Na grafoch 3-5 a v tabuľke 12 sú znázornené rozdiely v produkcii biomasy a pigmentov 
v jednotlivých médiách, ktoré sa líšia odpadovým substrátom a koncentráciou mutagénu. 
Tieto rozdiely pozorujeme u kvasiniek rodu Rhodotorula. Môžeme pozorovať viditeľný 
nárast produkcie celkových karotenoidov v prípade  vybraných mutovaných kmeňov. Okrem 
R. glutinis došlo u ostávajúcich mutantných kmeňoch aj k zvýšeniu množstva tvorby 
koenzýmu Q. Zvýšenú produkciu β-karoténu oproti kontrole pozorujeme najmä v médiách 
s obsahom glukózy a u mutantov selektovaných s koncentráciou mutagénu 10 μg/ml 
(641,296 μg/g sušiny). 
 Je zaujímavé, že mutovaný kmeň  kvasinky R. glutinis vyprodukoval pri koncentrácii 
mutagénu 5 μg/ml v glukózovom produkčnom médiu najväčšie množstvo β-karoténu 
(297,022 μg/g sušiny) a zároveň v glycerolovom médiu vyprodukoval najmenšie množstvo  
β-karoténu (11,636 μg/g sušiny). Tento efekt je vyvolaný zrejme nejakou konkurenčnou 
úlohou glycerolu a karoténu pri stresovej odozve R.glutinis [3, 57]. Produkcia sušiny 
a ergosterolu nepredstavovala veľké rozdiely pri porovnaní s kontrolou.  
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Graf 6: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky C. capitatum 
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Sporobolomyces roseus - mutant
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.Graf 7: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky S. roseus. 
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Graf 8: Produkcia biomasy a pigmentov v produkčných médiách 1. série u kvasinky S. 
shibatanus. 
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Tabuľka 13: Nárast produkcie biomasy a pigmentov v 1. sérii kultivácie.  
 
 
Označenie 
 
množstvo 
sušina  
(g/l) 
β-karotén 
(μg/g 
 sušiny) 
ergosterol 
(μg/g  
sušiny) 
karotenoidy  
(μg/g  
sušiny) 
koenzým Q  
(μg/g  
sušiny) 
CC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kontrola – glycerol 7,231 7,664 346,447 86,036 16,732 
kontrola – nezmutovaná 9,186 2,823 267,733 455,083 138,761 
10 A1 glukóza 7,403 14,374 306,431 144,181 53,040 
10 A1 glycerol 8,447 1,249 244,816 49,664 17,946 
10 A2 glukóza 8,882 2,131 312,625 245,562 133,772 
10 A2 glycerol 6,988 1,785 323,075 41,162 31,200 
5 A1 glukóza 7,697 1,677 242,065 23,752 13,185 
5 A1 glycerol 8,518 2,836 252,800 43,736 15,932 
5 A2 glukóza 7,586 6,400 338,211 194,752 98,965 
5 A2 glycerol 7,272 1,858 370,728 53,600 19,686 
       
SR kontrola – glycerol 5,802 377,747 488,561 497,329 64,365 
kontrola – nezmutovaná 5,721 376,931 349,712 505,001 28,436 
10 A1 glukóza 6,380 450,009 379,833 766,228 55,420 
10 A1 glycerol 4,435 493,886 624,795 713,510 98,991 
10 A2 glukóza 5,458 503,574 442,152 877,113 61,211 
10 A2 glycerol 4,171 550,457 661,893 879,711 124,710 
5 A1 glukóza 5,813 71,158 312,898 134,804 19,395 
5 A1 glycerol 4,080 588,715 781,331 948,579 130,673 
5 A2 glukóza 5,873 489,334 449,868 898,338 61,972 
5 A2 glycerol 4,384 555,489 760,522 859,334 113,211 
       
SSh 
 
kontrola – glycerol 9,176 28,118 244,875 53,356 10,274 
kontrola – nezmutovaná 8,649 413,104 314,304 939,611 130,533 
10 A1 glukóza 9,197 86,077 259,367 184,219 68,937 
10 A1 glycerol 10,119 45,775 307,446 129,197 34,090 
10 A2 glukóza 8,751 104,363 255,963 261,604 79,044 
10 A2 glycerol 9,916 107,984 287,387 308,194 67,116 
5 A1 glukóza 8,670 164,664 307,235 436,258 110,180 
5 A1 glycerol 9,977 34,895 283,711 78,908 24,295 
5 A2 glukóza 8,528 66,944 259,173 173,987 59,014 
5 A2 glycerol 9,744 24,086 248,636 61,821 17,654 
 
Na grafoch 6 – 8 a v tabuľke 13 sledujeme produkciu metabolitov u kmeňov rodu 
Sporobolomyces a Capitatum. V prípade S. shibatanus a C. capitatum sú viditeľné najmenšie 
rozdiely pri produkcii pigmentov a pri porovnaní mutovaného a nemutovaného kmeňa. 
U týchto dvoch kmeňoch môžeme povedať, že sa nepodarilo vyselektovať mutanty, pre ktoré 
by bol odpadný substrát glycerol vhodným zdrojom výživy a energie a prítomnosť mutagénu 
skôr inhibuje produkciu karotenoidov. Hoci u zmutovaného kvasinkového kmeňa S. roseus 
nedošlo k výraznej produkcii β-karoténu oproti kontrole, pri porovnaní substrátov sa glycerol 
ukázal ako vhodnejší odpadný substrát pre kultiváciu ako glukóza. U tohto kmeňa bola tiež 
nameraná najvyššia produkcia ergosterolu (781,331 μg/g sušiny), opäť pri použití glycerolu 
ako odpadného substrátu,  vysoké hodnoty celkového množstva karotenoidov a koenzýmu Q. 
Ako najlepší producent sa v tejto sérii prejavil mutantný kvasinkový kmeň R. aurantiaca. 
Kmeň kultivovaný na glukóze a s prídavkom mutagénu o koncentrácii 10 μg/ml 
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v produkčnom médiu produkoval najväčšie množstvo β-karoténu (641,296 μg/g sušiny), 
koenzýmu Q (365,569 μg/g sušiny) a druhé najväčšie množstvo karotenoidov (1 400,106 μg/g 
sušiny).  Ako najlepší producent karotenoidov (1 611,091 μg/g sušiny) sa ukázala kvasinka R. 
rubra.   
V tejto sérii kultivácie s výnimkou kvasinky S. roseus sa ako vhodnejší substrát na 
kultiváciu ukázala glukóza. Glycerol je schopný dobre využívať iba S.roseus, čo bolo tiež 
potvrdené v predchádzajúcich prácach [3, 57]. Vplyv mutagénu bol v prípade kvasiniek rodu 
Rhodotorula pozitívny, no v prípade kvasiniek rodu Sporobolomyces a Capitatum sa prejavili 
skôr jeho inhibičné účinky pre produkciu metabolitov.  
 
5.4.2 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzýmu Q  - 2. séria kultivácie 
(cestoviny) 
V druhej sérii boli analyzované štyri kmene podľa postupu uvedeného v kap 4.5.2. Bola 
sledovaná produkčná a rastová kapacita u dvoch náhodne selektovaných mutantov každého 
druhu kvasiniek pro expozícii 5 a 10 g/ml EMS. Mutanty boli v priebehu selekcie 
adaptované na prítomnosť cestovín v kultivačnom médiu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 9: Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 2. série u kvasinky R. glutinis. 
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Rhodotorula rubra (mucilaginosa) - mutant
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Graf 10: Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 2. série u kvasinky R. rubra . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 11: Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 2. série u kvasinky C. capitatum. 
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Sporobolomyces roseus - mutant
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Graf 12: Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 2. série u kvasinky S. roseus. 
 
 
 
 
Tabuľka 14: Nárast produkcie biomasy a pigmentov v 2. sérii kultivácie.  
 
 
Označenie 
 
množstvo 
sušina  
(g/l) 
β-karotén 
(μg/g  
sušiny) 
ergosterol 
(μg/g 
 sušiny) 
karotenoidy 
(μg/g 
sušiny) 
koenzým Q 
(μg/g 
sušiny) 
RG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kontrola – nezmutovaná 8,112 172,544 326,803 613,333 44,472 
kontrola – cestoviny 6,086 2,545 328,878 9,863 1,242 
10 A1 glukóza 7,353 2,708 224,935 8,635 0,392 
10 A1 cestoviny 5,407 0,392 67,408 1,578 0,058 
10 A2 glukóza 6,583 37,696 356,887 103,951 23,201 
10 A2 cestoviny  5,458 1,481 245,086 5,474 1,045 
5 A1 glukóza 7,424 10,886 320,141 33,986 4,445 
5 A1 cestoviny 6,583 3,320 194,587 8,545 0,451 
5 A2 glukóza 5,762 4,393 234,836 7,101 0,732 
5 A2 cestoviny 6,390 3,030 112,914 6,075 1,111 
       
RR kontrola – nezmutovaná 8,366 213,615 239,968 422,393 75,706 
kontrola – cestoviny 6,309 14,448 294,697 47,123 8,688 
10 A1 glukóza 6,471 314,302 411,179 754,898 300,384 
10 A1 cestoviny 6,329 22,126 291,944 46,895 11,201 
10 A2 glukóza 7,677 300,787 388,702 772,931 157,829 
10 A2 cestoviny  5,468 5,224 384,186 11,095 1,526 
5 A1 glukóza 9,440 387,194 317,448 1046,394 155,579 
5 A1 cestoviny 5,387 7,955 375,872 21,137 2,872 
5 A2 glukóza 9,440 379,921 304,981 1024,250 132,505 
5 A2 cestoviny 4,252 7,423 342,307 18,421 6,465 
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CC kontrola – nezmutovaná 8,356 2,694 221,295 175,115 159,347 
kontrola – cestoviny 5,387 0,957 198,561 11,863 0,504 
10 A1 glukóza 6,299 5,222 356,843 27,080 7,241 
10 A1 cestoviny 3,695 1,161 196,451 3,377 1,085 
10 A2 glukóza 5,590 0,485 403,850 25,726 7,743 
10 A2 cestoviny  4,810 0,276 313,302 4,622 1,709 
5 A1 glukóza 5,215 1,500 326,620 23,727 9,079 
5 A1 cestoviny 4,982 0,322 171,433 0,612 0,362 
5 A2 glukóza 5,539 0,148 356,141 12,392 5,010 
5 A2 cestoviny 8,072 0,190 105,725 0,306 0,245 
       
SR kontrola – nezmutovaná 5,610 328,323 287,163 489,035 30,026 
kontrola – cestoviny 3,867 355,911 683,610 546,975 12,087 
10 A1 glukóza 4,262 226,013 521,947 404,140 48,580 
10 A1 cestoviny 5,529 37,989 151,257 64,916 1,316 
10 A2 glukóza 5,326 847,683 367,415 1221,594 79,969 
10 A2 cestoviny  2,337 477,681 859,387 711,330 7,320 
5 A1 glukóza 4,313 1135,199 559,061 1727,099 106,889 
5 A1 cestoviny 2,692 615,020 931,392 921,008 14,882 
5 A2 glukóza 5,671 184,039 456,925 333,450 11,302 
5 A2 cestoviny 3,584 1552,587 617,274 2413,829 132,164 
 
 
V grafoch 9-12 a tabuľke 14 môžeme vidieť rôznu produkciu pigmentov a sušiny 
v produkčnom médiu s obsahom cestovín o rôznej koncentrácii mutagénu. Podobne ako pri 
predchádzajúcej sérii kultivácie, aj v tomto prípade kvasinka S. roseus lepšie reagovala na 
odpadný substrát ako zdroj energie a výživy ako na glukózu. Viditeľná nadprodukcia 
 β-karoténu (1552,587 μg/g sušiny), ergosterolu (931,392 μg/g sušiny), karotenoidov 
(2413,829 μg/g sušiny) i koenzýmu Q (132,164 μg/g sušiny) je dosiahnutá v produkčnom 
médiu s cestovinami a koncentráciou mutagénu 5 μg/ml. Nižší obsah mutagénu mal priaznivý 
vplyv aj na produkčné vlastnosti kmeňa R. rubra pre tvorbu karotenoidov (1046,394 μg/g 
sušiny) i samotného β-karoténu (387,194 μg/g sušiny). Naopak pri zvýšenej koncentrácii 
mutagénu bola výrazná produkcia nielen karotenoidov, ale aj ergosterolu a koenzýmu Q. 
V tomto prípade sa ale ako vhodnejší substrát ukázala glukóza. Pre kmene R. glutinis 
 a C. capitatum cestovinové médium a prídavok mutagénu nemali pozitívny vplyv na rast 
buniek a produkciu sušiny a metabolitov. 
5.4.3 Produkcia karotenoidov, ergosterolu a koenzýmu Q – 3. séria kultivácie 
(hydrolyzované cestoviny) 
V tretej sérii boli analyzované štyri kmene podľa postupu uvedeného v kap. 4.5.2. Bola 
sledovaná produkčná a rastová kapacita u dvoch náhodne selektovaných mutantov každého 
druhu kvasiniek pro expozícii 10 a 15 g/ml EMS. Mutanty boli v priebehu selekcie 
adaptované na prítomnosť cestovín v kultivačnom médiu, pričom v jednom médiu boli 
cestoviny hydrolyzované zmesným extracelulárnym enzýmovým preparátom z plesne 
Fusarium solani, v druhom preparátom z Phanerochaetae chrysosporium. Preto sú uvedené 
pre každý analyzovaný druh červenej kvasinky dva grafy. 
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Graf 13 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka R. glutinis + FS. 
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Graf 14 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka R. glutinis + 
PCH. 
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Graf 15 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka R. rubra + FS. 
 
 
 
 
Rhodotorula rubra-mutant
0,00
50,00
100,00
150,00
200,00
250,00
300,00
350,00
ko
nt
ro
la
 - 
ne
m
ut
 g
lu
ko
za
ko
nt
ro
la
 - 
ne
m
ut
 c
es
to
vi
..
10
 A
1 
gl
uk
oz
a 
PC
H
10
 A
1 
ce
st
ov
in
y 
PC
H
10
 A
2 
gl
uk
oz
a 
PC
H
10
 A
2 
ce
st
ov
in
y 
PC
H
15
 A
1 
gl
uk
oz
a 
PC
H
15
 A
1 
ce
st
ov
in
y 
PC
H
15
 A
2 
gl
uk
oz
a 
PC
H
15
 A
2 
ce
st
ov
in
y 
PC
H
sušina*10 (g/l)
b-karotén (ug/g suš)
celk.karotenoidy/10 (ug/g suš)
ergosterol/10 (ug/g suš)
coenzymQ (ug/g suš)
 
Graf 16 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka R. rubra + PCH. 
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Tabuľka 15: Nárast produkcie pigmentov a biomasy v 3. sérii kultivácie s pridaním enzýmov z plesní.  
 
 
označenie 
 
množstvo 
sušina  
(g/l) 
β-karotén 
(μg/g  
sušiny) 
ergosterol 
(μg/g  
sušiny) 
karotenoidy 
(μg/g  
sušiny) 
koenzým Q  
(μg/g  
sušiny) 
RG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kontrola - glukóza 5,985 147,320 311,553 602,574 45,632 
kontrola - cestoviny FS 7,069 14,930 305,019 31,374 1,356 
kontrola - cestoviny PCH 6,106 7,610 381,261 23,703 2,557 
10 A1 glukóza FS 8,173 313,155 317,314 1237,340 81,527 
10 A1 cestoviny FS 5,711 11,401 428,516 41,069 3,696 
10 A2 glukóza FS 8,366 232,091 309,042 1080,798 78,738 
10 A2 cestoviny FS 5,488 2,308 368,317 17,791 2,891 
15 A1 glukóza FS 8,953 85,923 222,825 313,399 31,177 
15 A1 cestoviny FS 7,788 5,520 255,182 25,973 2,419 
15 A2 glukóza FS 8,974 195,399 319,974 697,921 70,424 
15 A2 cestoviny FS 7,565 6,565 344,724 16,097 1,382 
10 A1 glukóza PCH 8,214 259,340 264,329 869,469 83,996 
10 A1 cestoviny PCH 7,971 7,467 340,284 17,069 1,924 
10 A2 glukóza PCH 11,618 59,547 170,129 140,559 40,362 
10 A2 cestoviny PCH 6,755 10,477 431,157 30,696 2,109 
15 A1 glukóza PCH 8,862 103,748 282,879 673,241 45,322 
15 A1 cestoviny PCH 6,390 5,541 373,092 20,159 1,202 
15 A2 glukóza PCH 8,558 173,005 273,717 711,054 57,311 
15 A2 cestoviny PCH 6,400 10,303 365,664 36,714 1,786 
       
RR kontrola - glukóza 8,467 218,164 2962,260 567,517 143,009 
kontrola - cestoviny FS 6,339 5,414 288,341 13,395 2,147 
kontrola - cestoviny PCH 6,593 34,013 388,058 62,102 8,911 
10 A1 glukóza FS 8,629 199,331 278,263 552,082 153,271 
10 A1 cestoviny FS 7,089 2,764 238,817 7,055 1,584 
10 A2 glukóza FS 5,863 239,927 358,005 944,807 213,429 
10 A2 cestoviny FS 5,448 4,113 337,654 11,764 1,412 
15 A1 glukóza FS 6,805 129,514 372,890 862,652 111,120 
15 A1 cestoviny FS 6,268 7,253 362,354 22,614 7,376 
15 A2 glukóza FS 6,471 177,983 380,611 1483,079 154,721 
15 A2 cestoviny FS 6,046 3,417 301,974 13,810 1,736 
10 A1 glukóza PCH 7,292 76,940 283,425 209,145 56,391 
10 A1 cestoviny PCH 9,186 17,756 232,520 37,332 2,516 
10 A2 glukóza PCH 7,971 75,812 318,894 506,648 61,215 
10 A2 cestoviny PCH 7,109 66,134 282,548 108,575 29,326 
15 A1 glukóza PCH 8,234 118,236 291,649 719,901 36,514 
15 A1 cestoviny PCH 6,248 4,908 387,685 19,750 1,479 
15 A2 glukóza PCH 8,447 139,078 275,126 333,676 97,170 
15 A2 cestoviny PCH 6,633 30,393 338,647 56,272 5,970 
 
Na grafe 13 - 16 možno pozorovať mierny nárast biomasy, β-karoténu a koenzýmu Q pri 
kultivácii kvasiniek rodu Rhodotorula v hydrolyzovaných produkčných médiách. Ako je 
z grafu zrejmé, k výraznému nárastu množstva  β-karoténu, karotenoidov a koenzýmu Q 
došlo iba v produkčných médiách s obsahom glukózy. V médiách s prídavkom 
enzymatického preparátu FS došlo ku väčšej produkcii metabolitov ako to bolo v prípade 
médií s prídavkom PCH. No napriek tomu zvýšená produkcia čistej biomasy  
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(11,618 μg/g sušiny) bola dosiahnutá u kvasinky R. glutinis na glukózovom médiu a v prípade 
kvasinky R. rubra bol nárast produkcie biomasy (9,186 μg/g sušiny) dosiahnutý 
v cestovinovom médiu s prídavkom enzýmu PCH.  
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Graf 17 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka C. capitatum + 
FS. 
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Graf 18 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka C. capitatum + 
PCH. 
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Graf 19 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka S. roseus + FS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 20 : Produkcia pigmentov a biomasy v produkčných médiách 3 série – kvasinka S. roseus + 
PCH. 
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Tabuľka 16: Nárast produkcie pigmentov a biomasy v 3. sérii kultivácie s pridaním enzýmov z plesní.  
 
 
označenie 
 
množstvo 
sušina  
(g/l) 
β-karotén 
(μg/g  
sušiny) 
ergosterol 
(μg/g 
 sušiny) 
karotenoidy  
(μg/g 
 sušiny) 
koenzým Q 
 (μg/g 
 sušiny) 
CC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
kontrola - glukóza 8,518 6,753 303,572 319,284 65,584 
kontrola - cestoviny FS 5,914 2,281 206,321 62,526 9,683 
kontrola - cestoviny PCH 5,043 16,492 348,295 81,614 3,424 
10 A1 glukóza FS 9,105 4,199 234,378 460,767 86,007 
10 A1 cestoviny FS 6,187 1,075 315,674 26,416 5,541 
10 A2 glukóza FS 8,457 8,708 252,274 341,230 59,627 
10 A2 cestoviny FS 5,569 12,409 221,192 43,337 3,846 
15 A1 glukóza FS 8,720 1,349 287,467 315,185 61,622 
15 A1 cestoviny FS 6,289 1,264 371,110 25,772 5,197 
15 A2 glukóza FS 8,254 0,853 315,290 317,916 46,038 
15 A2 cestoviny FS 5,417 0,575 451,988 31,758 5,714 
10 A1 glukóza PCH 6,309 6,669 309,501 423,362 98,016 
10 A1 cestoviny PCH 8,224 9,100 280,969 26,005 3,908 
10 A2 glukóza PCH 5,397 11,863 338,489 488,267 129,314 
10 A2 cestoviny PCH 3,158 16,422 455,055 471,481 157,413 
15 A1 glukóza PCH 10,220 2,559 219,710 172,755 33,771 
15 A1 cestoviny PCH 4,769 0,427 395,045 2,777 2,613 
15 A2 glukóza PCH 7,910 6,947 273,259 197,558 40,761 
15 A2 cestoviny PCH 5,661 0,223 345,668 0,000 3,995 
       
SR kontrola - glukóza 5,154 649,556 541,511 1057,669 36,508 
kontrola - cestoviny FS 2,783 839,606 996,000 1173,513 9,478 
kontrola - cestoviny PCH 4,110 323,068 667,084 479,786 11,649 
10 A1 glukóza FS 4,364 683,136 601,820 1002,179 47,470 
10 A1 cestoviny FS 2,884 691,855 913,316 1013,556 10,306 
10 A2 glukóza FS 4,303 328,584 494,402 576,127 23,376 
10 A2 cestoviny FS 2,621 626,605 1130,338 861,419 13,046 
15 A1 glukóza FS 5,286 1086,923 623,988 1888,576 60,106 
15 A1 cestoviny FS 3,786 455,626 728,332 628,091 8,683 
15 A2 glukóza FS 3,837 732,498 725,748 1238,239 50,786 
15 A2 cestoviny FS 2,479 592,254 1052,061 862,682 9,289 
10 A1 glukóza PCH 4,090 753,330 708,166 1164,908 110,975 
10 A1 cestoviny PCH 4,576 369,312 573,258 551,369 12,828 
10 A2 glukóza PCH 5,215 639,319 502,479 1049,461 74,795 
10 A2 cestoviny PCH 3,685 289,509 660,130 450,647 6,840 
15 A1 glukóza PCH 5,397 897,830 502,040 1462,762 100,403 
15 A1 cestoviny PCH 3,908 159,245 604,727 245,662 4,632 
15 A2 glukóza PCH 5,154 355,578 439,861 586,871 56,091 
15 A2 cestoviny PCH 3,482 628,325 824,699 874,761 14,140 
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Grafy 17 – 20 a tabuľka 16 nám opäť ukazujú zmeny v náraste biomasy a pigmentov po 
pridaní hydrolytických enzýmov do produkčného média s obsahom cestovín. Všeobecne 
možno konštatovať, že po hydrolýze cestovín z živných médií došlo ku zvýšenej produkcii 
jednotlivých metabolitov kvasiniek, k zmene ich pomeru a v ojedinelých prípadoch aj ku 
zvýšenej produkcii biomasy. Týmto môžeme potvrdiť fakt, že hydrolytické enzýmy 
v jednotlivých médiách rozkladajú polysacharidy a tým môžu byť substráty lepšie využiteľné 
kvasinkovými bunkami pre produkciu pigmentov a sterolov. Dokladom je aj výsledok 
analýzy redukujúcich sacharidov v hydrolyzovaných médiách (kap. 5.3.). 
Pri porovnaní použitých enzymatických preparátov, boli dosiahnuté lepšie výsledky 
a vyššie hodnoty množstva produktov po pridaní zmesného enzýmu z plesne Fusarium solani.  
Cestoviny ako odpady rozložené pôsobením enzýmov na jednoduchšie cukry najlepšie 
využil pre svoje potreby mutantný kmeň kvasinky S. roseus. Bolo dosiahnuté najväčšie 
množstvo β-karoténu (1 086,923 μg/g sušiny), ergosterolu (1 130,338 μg/g sušiny), 
karotenoidov (1 888,576 μg/g sušiny) a koenzýmu Q (110,975 μg/g sušiny). Vyššiu produkciu 
vykazovali mutantné kmene predovšetkým v produkčných médiách s obsahom glukózy, ale aj 
u cestovinových médii došlo k nárastu množstva metabolitov s prídavkom oboch 
enzymatických preparátov. Vplyv koncentrácie mutagénu pri tejto sérii nebol výrazný, ale 
jeho prítomnosť v médiách má účinok podporujúci rast pigmentov, ktorý je jasne viditeľný. 
Na cestovinovom médiu hydrolyzovanom s prídavkom FS bola zaznamenané zvýšená 
produkcia  β-karoténu (12,409 μg/g sušiny) oproti kontrole a s prídavkom PCH zase zvýšené 
množstvo ergosterolu (455,055 μg/g sušiny) a koenzýmu Q (157,413 μg/g sušiny) u kvasinky 
C. capitatum .  
 
Z  výsledkov získaných kultiváciou a meraním produkčnej a metabolickej aktivity sa ako 
najlepšie kultivačné médium pre produkciu biomasy a metabolitov uplatnilo médium 
s obsahom glukózy. Toto zistenie bolo charakteristické pre všetky kmene použité v 
experimente okrem mutantného kvasinkového kmeňa Sporobolomyces roseus. Pre tento kmeň 
práve odpadné substráty ako glycerol a cestoviny predstavovali najvhodnejší nutričný zdroj. 
Najväčšie množstvo β-karoténu bolo namerané v produkčnom médiu s obsahom cestovín 
a koncentráciou mutagénu 5 μg/ml, čo je dosť zaujímavé pretože hneď druhé najväčšie 
množstvo β-karoténu produkovaného kvasinkou S. roseus bolo zistené v cestovinovom 
produkčnom médiu hydrolyzovanom s prídavnom enzýmu z plesne Fusarium solani 
a s obsahom mutagénu 15 μg/ml. Produkcia samotnej biomasy nebola príliš výrazná ani 
v jednej zo sérii kultivácie pri porovnaní nemutantného a mutantného kmeňa. Najvyššie 
hodnoty biomasy boli namerané pri kultivácii kvasiniek Rhodotorula glutinis a Rhodotorula 
rubra na cestovinovom a glukózovom médiu, u ktorých cukry boli rozložené pôsobením 
enzymatického preparátu vyizolovaného z plesne Phanerochaete chrysosporium.  
Odpadné substráty hydrolyzované s prídavkom enzýmu z plesne Fusarium solani sa 
ukázali ako najlepšie živné médium pre produkciu najmä celkových karotenoidov 
aj samotného β-karoténu. Naopak prídavok enzýmu z plesne Phanerochaete chrysosporium 
do produkčného média zhydrolyzoval cestoviny na lepší zdroj energie pre tvorbu ergosterolu, 
koenzýmu Q,  ale i karotenoidov.  
Glycerol sa ukázal ako menej vhodný substrát v porovnaní s cestovinami či s glukózou. 
Vyššia produkcia karotenoidov, β-karoténu a koenzýmu Q bola zistená u glukózových 
produkčných médií, v ktorých boli kultivované mutantné kvasinky Rhodotorula aurantiaca 
a Rhodotorula rubra a boli do produkčného média preočkované z inokulačného média 
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s obsahom glycerolu a glukózy 50:50. Prítomnosť mutagénu a jeho koncentrácia taktiež mala 
významný vplyv na produkčné vlastnosti kvasiniek. Vo väčšine prípadov išlo síce skôr 
o inhibičné pôsobenie na rast buniek a biomasy, no na druhej strane u vybraných kmeňoch pri 
nižšej koncentrácii mutagénu  bola nameraná zvýšená produkcia β-karoténu a karotenoidov 
a so zvyšujúcou sa koncentráciou rástlo aj množstvo nameraného ergosterolu a koenzýmu Q.  
V konečnom dôsledku môžeme konštatovať, že využitie mutagénov v súvislosti so 
správnou kombináciou odpadných substrátov ako nutričných zdrojov a mikroorganizmom, 
môže v budúcnosti viesť ku relatívne dobrým produkčným vlastnostiam. Potenciálne 
využívanie mutagénov v praxi musí byť ale podložené a bezchybne overené sériou štúdií ich 
produkčných vlastností či molekulárnej štruktúry. Náhodná selekcia mutantov na základe 
vizuálneho hodnotenia je síce v prípade pigmentotvorných kvasiniek možná, ale malo by byť 
hodnotené väčšie množstvo mutantov. Významné je tiež opakované overenie, že 
nadprodukčné vlastnosti si mutantný kmeň zachováva dlhodobo a prenášajú sa do ďalšej 
generácie.  
 
5.5 Analýza PCR produktov metódou DGGE 
Po selekcii a kultivácii mutantných kmeňov v kvapalnom médiu bola prevedená analýza 
metódou PCR/DGGE podľa postupu v kap. 4.7. a v kap. 4.8. Cieľom bolo overiť, či malo 
pôsobenie mutagénu vplyv na štruktúru vysoko konzervovaných sekvencií 26S rRNA. Najprv 
však bolo potrebné DNA zo vzoriek vyizolovať a amplifikovať, aby sme získali dostatočné 
množstvo vzorky vhodné pre elektroforetickú separáciu. 
5.5.1 Izolácia DNA pomocou izolačného kitu UltraClean Microbial DNA Isolation Kit 
Komerčná sada Ultra Clean Microbial DNA Isolation Kit umožňuje rýchlu a jednoduchú 
izoláciu genómovej DNA z vybraných kmeňov mutantných kvasiniek. Hoci tieto komerčné 
kity poskytujú iba malé výťažky izolovanej DNA, ktoré sa nedajú detekovať elektroforeticky,  
na druhej strane  získavame vzorku DNA o vysokom stupni čistoty. Táto forma izolácie DNA 
bola zvolená najmä vďaka jej časovým výhodám a veľkému množstvu analyzovaných 
vzoriek.  
Malé množstvá vyizolovanej DNA boli následne namnožené pomocou PCR.  
5.5.2 Amplifikácia DNA pomocou nested PCR 
Pre amplifikáciu bola zvolená kódujúca oblasť 26S rRNA špecifického úseku DNA, ktorá 
bola namnožená za použitia dvoch párov primérov. Pri prvom amplifikačnom kroku bol 
použitý vonkajší pár primérov NL1/NL4 a pri ďalšom kroku bol použitý vnútorný pár 
primérov NL1/LS2, ktorý sa špecificky naviazal na svoje komplementárne miesto vo vnútri 
prvého PCR produktu. Do výsledného amplikónu bola zaradená GC-svorka, ktorá bola 
súčasťou 5´-konca priméru NL1, a ktorá zabraňuje úplnému rozloženiu dsDNA na 
jednoreťazcové formy, čo je veľká výhoda potrebná pri analýze vzorky metódou DGGE. 
Amplikóny získané z prvého kroku nested PCR boli použité ako templát pre druhý krok PCR. 
Preto bolo potrebné zabrániť tomu, aby sa naamplifikovala pôvodná DNA, tak sa produkty 
PCR 1 vhodne nariedili a až následne sa prešlo ku PCR kroku číslo dva.   
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PCR produkty druhého kroku boli testované a elektroforeticky separované horizontálnou 
elektroforézou v agarózovom géle, na základe čoho bola určená veľkosť ich fragmentov 
a overilo sa, že získané amplikóny sú vhodné pre analýzu metódou DGGE.  
5.5.3 Analýza PCR produktov vybraných kultúr 1. série metódou DGGE.  
Pre analýzu bol zvolený polyakrylamidový gél pripravenú zo zásobného roztoku AA/BIS 
v pomere 19 : 1 a bol zvolený denaturačný gradient v rozsahu 30 – 45 % (kap. 4.8.). Získané 
amplikóny z PCR boli na gél nanesené spolu so štandardom charakterizujúcim určitý kmeň 
kvasiniek. Pre analýzu DGGE boli vybrané vzorky DNA mutantných kvasiniek 
kultivovaných v produkčnom médiu s obsahom glycerolu.  
Na nasledujúcom obrázku je zobrazený výsledný elektroforegram. Tabuľka udáva poradie 
jednotlivých vzoriek.  
                                                                                               Tab. 17: Príslušné poradie vzoriek 
 
 
Obrázok 19: DGGE profil vybraných vzoriek kvasiniek 1. série 
 
Na obrázku 19 môžeme dobre vidieť elektroforegram vybraných vzoriek mutantnej 
kvasinkovej DNA. Vzorky, ktoré sú najmenej intenzívne, resp. sa vôbec neprejavili na profile 
gélu, sú už zrejme príliš dlho skladované, alebo došlo ku chybe počas amplifikácie vzorky v 
PCR. Pri porovnaní štandardných amplikonov z nemutovaného kmeňa s mutovanými kmeňmi 
vidíme, že na špecifickej časti DNA, ktorú sledujeme nenastala u týchto vzoriek žiadna 
mutačná zmena na úrovni sledovaného úseku DNA.  
5.5.4 Analýza PCR produktov vybraných kultúr 2. série metódou DGGE.  
Analýza DGGE bola prevedená za rovnakých podmienok ako v predchádzajúcej kapitole 
a tiež vzorky boli pripravené rovnakým spôsobom ako vzorky prvej série kultivácie. Teraz 
boli analyzované vybrané mutantné kvasinkové kmene kultivované v produkčných médiách 
s obsahom cestovín. Na obrázku máme odfotený DGGE profil vybraných vzoriek kvasinkovej 
DNA. Tabuľka nám udáva pozíciu jednotlivých vzoriek.  
 
 
Por. vzorka 
1 RA štandard 
2 RA 5-A1 
3 RA 5-A2 
4 RA 10-A1 
5 RA 10-A2 
6 RA štandard 
7 RR štandard 
8 RR 5-A1 
9 RR 5-A2 
10 RR 10-A1 
11 RR 10-A2 
12 CC štandard 
13 CC 5-A1 
14 CC 5-A2 
15 CC 10-A1 
16 CC 10-A2 
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Obrázok 20: DGGE profil vybraných vzoriek kvasiniek 2. série 
 
 
Tab. 18: Príslušné poradie vzoriek 
Por. vzorka Por. vzorka 
1 SR štandard 9 RG štandard 
2 SR 5-A1 10 RG 5-A1 
3 SR 5-A2 11 RG 5-A2 
4 SR 10-A1 12 RG 10-A2 
5 SR 10-A2 13 CC štandard 
6 RR štandard 14 CC 5-A2 
7 RR 5-A2 15 CC 10-A1 
8 RR 10-A2 16 CC 10-A2 
 
Na obrázku 20 môžeme opäť vidieť jednotlivé dráhy fragmentov DNA rozdelené 
v denaturačnom gradiente na základe zloženia ich sekvencie. V prípade vzoriek izolovaných 
z rodov Rhodotorula (dráhy 6 - 12) nevidíme žiadne odchýlky v usporiadaní fragmentov. 
Dokonca môžeme predpokladať veľmi podobný DGGE profil v rámci rodového zastúpenia. 
Ani v prípade vzoriek kmeňa C. capitatum nedošlo k výrazným odchýlkam v usporiadaní 
jednotlivých amplikónov. No na druhej strane veľmi výraznú odchýlku pozorujeme pri 
porovnaní štandardu kvasinky S. roseus s mutovanými kmeňmi (dráhy 1 až 4), mutagenéza 
teda zasiahla do analyzovanej oblasti 26S rRNA a vyvolala zmenu štruktúry príslušného 
úseku DNA. Je to zrejme spôsobené vysokou citlivosťou kmeňa na rôzne vonkajšie zmeny či 
už nutričné, stresové alebo mutačné.  
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6 ZÁVERY 
Predložená práca bola koncipovaná ako porovnávacia štúdia karotenogénnych kvasiniek 
Cystofilobasidium capitatum CCY 10-1-1, Rhodotorula aurantiaca CCY 20-9-7, Rhodotorula 
mucilaginosa (rubra) CCY 20-7-31, Sporobolomyces roseus  CCY 19-6-4 a Sporobolomyces 
shibatanus CCY 19-20-3. Cieľom práce bola optimalizácia techniky náhodnej mutagenézie 
a selekcie mutantov adaptovaných na vybraných odpadných substrátoch. Následne boli 
charakterizované rastové a produkčné vlastnosti selektovaných mutantov - produkcia 
biomasy, pigmentov, ergosterolu a koenzýmu Q u všetkých uvedených kvasinkových kmeňov 
kultivovaných v troch sériách ma troch typoch odpadných substrátov. V prvej sérii bol 
použitý odpadný glycerol, v druhej sérii odpadné cestoviny. V tretej sérii bol odpadný 
cestovinový substrát s obsahom komplexných sacharidov hydrolyzovaný pôsobením 
extracelulárnych enzýmov izolovaných z dvoch druhov plesní. 
  
V úvode experimentálnej časti práce bola optimalizovaná technika náhodnej mutagenézie.  
Kvasinky boli podrobené účinkom dvoch typov chemických mutagénov o rôznej koncentrácii 
v produkčnom médiu. Alkalyčné činidlo EMS (etylester kyseliny metánsulfónovej) sa 
osvedčil ako vhodný mutagén, nakoľko po 4 dňoch kultivácie na Petriho miskách došlo 
k nárastu mutantných kolónii u všetkých kvasinkových kmeňov. Bola prevedená náhodná 
vizuálna selekcia mutantných kvasinkových kmeňov, ktoré boli následne použité v troch 
sériách kultivácie popísaných vyššie. V jednotlivých sériách kultivácie bola gravimetricky 
analyzovaná produkovaná biomasa a metódou RP-HPLC s PDA detekciou karotenoidné 
pigmenty, ergosterol a koenzým Q. Vplyv mutagenézie na integritu DNA bol analyzovaný 
pomocou PCR/DGGE. 
  
V prvej sérii kultivácie bolo všetkých šesť kvasinkových kmeňov kultivovaných 
v produkčnom médiu s obsahom glycerolu. V nasledujúcich dvoch sériách boli použité už len 
štyri kmene. V druhej sérii kultivácie boli ako odpadný substrát použité cestoviny, ktoré 
v tretej sérii kultivácie boli hydrolyzované pomocou enzýmových preparátov od plesní 
Fusarium solani a  Phanerochaete chrysosporium. V jednotlivých sériách kultivácie bol 
sledovaný vplyv mutagénu EMS o koncentrácií 5 μg/ml, 10 μg/ml a 15 μg/ml, ktorý sa 
prejavil rozdielnym sfarbení produkčných médii, morfologickou zmenou kvasinkových 
buniek a tiež samotnou produkciou metabolitov. 
 
Všeobecne nebol pozorovaný výrazný nárast biomasy u jednotlivých mutantov kvasiniek 
v různych typoch produkčného média či účinkom mutagénu. V prípade kultivácie v médiu 
s obsahom nehydrolyzovaných cestovín dokonca došlo k poklesu produkcie biomasy, zrejme 
vplyvom neschopnosti utilizovať komplexný substrát. Najväčší nárast biomasy však bol 
dosiahnutý u kvasinky Rhodotorula glutinis (11,618 g/l) na produkčnom médiu s obsahom 
cestovín hydrolyzovaných enzýmovým komplexom získaným z plesne Phanerochaete 
chrysosporium. Pri kultivácii za použitia odpadu glycerolu bol u kvasiniek rodu Rhodotorula 
taktiež nameraný mierny nárast v množstve biomasy. 
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Mutant kvasinky Sporobolomyces roseus sa prejavil ako najlepší producent karotenoidov 
(2 413,829 μg/g sušiny) ako aj samotného β-karoténu (1 552,583 μg/g sušiny) pri kultivácií na 
nehydrolyzovaných cestovinách. S narastajúcou koncentráciou mutagénu postupne 
dochádzalo ku znižovaniu produkcie pigmentov. Na hydrolyzovaných cestovinách bola 
u S.roseus zistená vysoká produkcia β-karoténu (1 086,923 μg/g sušiny) a karotenoidov 
(1 888,576 μg/g sušiny).  Prítomnosť mutagénu v produkčnom médiu podporila tvorbu 
pigmentov aj v prípade kvasiniek rodu Rhodotorula, ale iba v prípade, že ako nutričný zdroj 
bola použitá glukóza a nie odpadný substrát. V prípade Rhodotorula glutinis kultivovanej 
v hydrolyzovanom cestovinovom produkčnom médiu dochádzalo s nárastom koncentrácie 
mutagénu ku znižovaniu produkcie pigmentov, zatiaľ čo v prípade kvasinky Rhodotorula 
rubra to bolo naopak.  
 
Kmeň Sporobolomyces roseus bol najlepším producentom aj u ostatných sledovaných 
metabolitov. Najväčšie hodnoty ergosterolu boli namerané u kultivácie na hydrolyzovaných 
(1 130,338 μg/g sušiny) a nehydrolyzovaných (931,392 μg/g sušiny) cestovinách pri nižších 
koncentráciách mutagénu. Podobne to bolo aj v prípade koenzýmu Q. Najväčší nárast 
produkcie  koenzýmu Q, až 45-krát, bol dosiahnutý u mutanta kvasinky Cystofilobasidium 
capitatum (157,413 μg/g sušiny) v hydrolyzovanom cestovinovom médiu s koncentráciou 
mutagénu 10 μg/ml.  Zvýšená produkcia koenzýmu Q bola charakteristická aj u mutantov 
rodu Rhodotorula na glukózovom médiu. Zatiaľ čo zvýšená koncentrácia mutagénu 
v produkčných médiách s kultúrou Sporobolomyces roseus inhibovala produkciu  
metabolitov, v prípade kvasiniek rodu Rhodotorula dochádzalo k podpore tvorby pigmentov 
i ostatných sledovaných metabolitov. 
 
V ďalšej časti práce bola sledovaná integrita DNA pomocou vysoko konzervovanej 
sekvencie pre 26S rRNA. Izolovaná DNA mutantov bola podrobená analýze metódou nested 
PCR a DGGE. Došlo k úspešnej separácii amplifikovaných fragmentov. Väčšina mutantných 
kmeňov vykazovala identické profily ako referenčné druhy, vplyv mutácie nebol 
zaznamenaný. Mierne odchýlky voči štandardu boli videné iba pri mutantných kmeňoch 
Sporobolomyces roseus, čo by naznačovalo zmenu v  sekvencii fragmentov DNA spôsobenú 
prípadnou mutáciou kmeňa. 
  
V predloženej práci bolo potvrdené, že náhodná mutagenezia je potenciálnou možnosťou, 
ako získať kmene kvasiniek schopné nadprodukcie metabolitov a adaptované na odpadné 
substráty. Selektované mutantné kmene karotenoidných kvasiniek produkovali za určitých 
podmienok niekoľkonásobne vyššie množstvo karotenogénnych farbív, ergosterolu 
a koenzýmu Q. Potenciálne využívanie mutagénov v praxi musí byť podložené a overené 
sériou štúdií ich produkčných vlastností a molekulárnej štruktúry. Náhodná selekcia mutantov 
na základe vizuálneho hodnotenia je síce v prípade pigmentotvorných kvasiniek vhodná, ale 
malo by byť hodnotené väčšie množstvo mutantov. Významné je tiež overenie dlhodobého 
zachovania nadprodukčných vlastností u mutantných kmeňov. Je však možné uzvrieť, že 
možnosti cielenej nadprodukcie pigmentov bez vplyvu na produkciu biomasy by určite našli 
svoje uplatnenie v mnohých biotechnologických výrobách i postupoch, čo je atraktívne 
predovšetkým pre potravinársky, krmivársky, farmaceutický či kozmetický priemysel, 
nakoľko ide o ekonomicky významné a ekologicky prospešné formy výroby.  
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
   
AA/BIS  akrylamid/N-N-methylén-bis-akrylamid 
A-T   adenín-tymínová väzba 
APS   persíran amonný 
CC   Cystofilobasidium capitatum 
CCM  Česká zbierka mikroorganizmov 
CCY   Zbierka kultúr kvasiniek 
DEB   diepoxybuthán 
DGGE  denaturačná gradientová gelová elektroforéza 
DMADP  dimetylallyldifosfátu 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
dNTP  deoxyribonukleozidtrifosfát  
EDTA  kyselina ethyléndiaminotetraoctová  
EMS   ethylester kyseliny methánsulfónovej 
EO   ethylén oxid 
EtBr   ethidium bromid   
FS   Fusarium solani 
G-C   guanín-cytozínová väzba 
GGDP  geranyldifosfát 
HPLC  vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 
INO   inokulum 
IPDP   izopentyldifosfátu 
MMS  methylester kyseliny methánsulfónovej 
NTG   N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidín 
PCR   polymerázová reťazová reakcia 
PDA   detekcia pomocou fotodiodového poľa 
PCH   Phanerochaete chrysosporium 
rDNA  ribozomálna DNA 
RNA   ribonukleová kyselina 
rRNA  ribozomálna RNA 
RA   Rhodotorula aurantiaca 
RG   Rhodotorula glutinis 
RR   Rhodotorula mucilaginosa (rubra) 
RTG   rentgénové žiarenie 
SDS   dodecylsíran sodný 
SN   nukleofilná substitúcia 
SSh   Sporobolomyces shibatanus 
SR   Sporobolomyces roseus 
TAE   trisacetátový pufor 
TEMED  N,N´-tetramethyléndiamín 
TGGE  teplotná gradientová gelová elektroforéza 
UV   ultrafialová svetlo (oblasť) 
VIS   viditeľná svetlo (oblasť) 
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9 ZOZNAM PRÍLOH 
Príloha 1:  Chromatogram HPLC – kultivácia kvasinky Rhodotorula glutnis na          
produkčnom médiu s obsahom glukózy ako kontrolná vzorka.  
 
Príloha 2: Chromatogram HPLC – kultivácia kvasinky Cystofilobasidium capitatum na 
produkčnom glukózovom médiu ako kontrolná vzorka.  
 
Príloha 3: Chromatogram HPLC – mutantná kvasinka Sporobolomyces roseus kultivovaná 
na nehydrolyzovanom cestovinovom produkčnom médiu s koncentráciou mutagénu 5 μg/ml. 
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10. PRÍLOHY 
 
 
 
Príloha 1: HPLC chromatogram – Rhodotorula glutinis kultivovaná na produkčnom médiu 
s glukózou ako kontrola, hlavný produkovaný pigment β- karotén (7,35 min) – kanál A, vedľajšie 
produkované metabolity ergosterol (2,33 min), koenzým Q  (8,63 min) – kanál B 
(viz kapitola 5.4., str. 51-56) 
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Príloha 2: HPLC  chromatogram – Cystofilobasidium capitatum kultivovaná na produkčnom médiu 
s glukózou, hlavný produkovaný pigment β- karotén (7,30 min) – kanál A, vedľajšie produkované 
metabolity ergosterol (2,32 min), koenzým Q (8,56 min) – kanál B 
(viz kapitolu 5.4 , str. 51-56) 
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Príloha 3: HPLC chromatogram – Sporobolomyces roseus – produkcia karotenoidov v produkčnom 
médiu s obsahom cestovín a koncentráciou mutagénu 5 μg/ml, hlavný produkovaný pigment β- 
karotén (7,13 min) – kanál A, vedľajšie produkované metabolity ergosterol (2,30 min),  
koenzým Q ( 8,43 min) – kanál B 
(viz kapitola 5.4., str. 57-60) 
 
 
 
 
 
 
 
